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1     UVOD 
Lipidi so naravno prisotne komponente v različnih surovih živilih ali so dodani med 
tehnološkimi postopki predelave. Imajo pomembno vlogo pri hranilni in energijski 
vrednosti živila. Poleg tega značilno vplivajo na aromo in vonj živila (Shahidi in Zhong, 
2005). Imajo številne fiziološke funkcije v telesu človeka in drugih živih organizmov. 
Nekateri lipidi predstavljajo velik delež shranjene rezervne energije, drugi so ključni 
strukturni elementi membran, hormonov, vitaminov ali molekul, ki so vpletene v proces 
prebave. 
 
Za naše zdravje je pomembno redno uživanje maščob in olj bogatih z večkrat nenasičenimi 
maščobnimi kislinami. ω-6 in ω-3 večkrat nenasičene maščobne kisline so esencialne 
maščobne kisline, ki jih naše telo ne more samo sintetizirati in jih moramo nujno zaužiti s 
hrano. 
 
Ena od največjih funkcionalnih pomanjkljivosti lipidov je njihova dovzetnost za 
oksidacijske procese, do katerih prihaja med proizvodnjo, skladiščenjem, distribucijo in 
končno pripravo živila. Posledica teh procesov je nastanek nezaželenih produktov 
oksidacije, ki negativno vplivajo na senzorične lastnosti živila in so potencialno zdravju 
škodljivi, zaradi česar lahko pride do številnih kroničnih bolezni. Hkrati pa se zaradi 
procesov oksidacije zmanjša vsebnost nepolarnih vitaminov in esencialnih maščobnih 
kislin. Produkti oksidacije se nahajajo v večini živil, vendar so v različnih oblikah in 
razmerjih. Čeprav so koncentracije teh spojih na splošno nizke, lipidna oksidacija močno 
poslabša kakovost nekaterih živil in zmanjša njihov rok trajnosti. Vsa živila, ki vsebujejo 
lipide, tudi le majhno vsebnost (<1 %), so dovzetna za oksidacijo, ki vodi do žarkosti 
(Wąsowicz in sod, 2004). Lipidno oksidacijo pospešujejo dejavniki kot so svetloba, 
toplota, nekateri redoks aktivni encimi, kovinski ioni, metaloproteini in mikroorganizmi 
(Shahidi in Zhong, 2005). 
 
Iz vidika oksidacijske stabilinosti so najbolj problematični lipidi, ki vsebujejo višje deleže 
večkrat nenasičenih maščobnih kislin. Ker je aktivacijska energija za odstranitev 
vodikovega atoma iz metilenske skupine med dvojnima vezema manjša kot v primeru 
izolirane dvojne vezi ali popolnoma nasičene maščobne kisline, so večkrat nenasičene 
maščobne kisline bolj podvržene procesom oksidacije. S povečanjem števila dvojnih vezi 
se poveča tudi njihova dovzetnost za oksidacijske procese. 
 
Eden izmed najbolj učinkovitih načinov za upočasnitev ali preprečevanje procesov lipidne 
oksidacije je vključitev antioksidantov v živila. Antioksidanti delujejo preko različnih 
mehanizmov. Nedavno se je pojavilo veliko zanimanje za naravno prisotne antioksidante, 
za katere se šteje, da so varni za ljudi, saj se nahajajo v rastlinah in rastlinski hrani. Interes 
za uporabo naravnih antioksidantov kot dodatkov v živila raste zaradi njihovih pozitivnih 
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učinkov za zdravje. To je še posebej pomembno pri rastlinskih izvlečkih bogatih s 
fenolnimi komponentami, ki se uporabljajo kot stabilizatorji. Nekateri endogeni rastlinski 
antioksidanti iz rastlin so sposobni inhibirati peroksidacijo lipidov v hrani in zaščititi 
membranske strukture v bioloških sistemih pred oksidativnimi poškodbami (Wąsowicz in 
sod., 2004).  
 
Za peroksidacijo in vivo in oksidacijo lipidov v živilih je bilo pokazano, da vpliva na pojav 
bolezni kot so rak, ateroskleroza in tudi pospeši procese staranja organizma. Raziskovalci 
se vse bolj zavedajo vrednosti preventive. Izrazi kot funkcionalna živila, terapevtska živila, 
farmacevtski dodatki in podobno, se pogosto uporabljajo v živilski industriji in prehrani 
ljudi. Analiza produktov lipidne oksidacije v živilih je zahtevna zaradi njihove kompleksne 
narave, nestabilnosti, velikih količin motečih snovi v živilih, in pogostokrat slabe 
selektivnosti izbranih analiznih metod. Prisotnost naravnih antioksidantov v živilskih 
sistemih, ki so običajno zmes spojin s spreminjajočim se mehanizmom delovanja otežuje 
oceno oksidativne stabilnosti lipidov v živilih. Za določanje obsega oksidacije in 
ugotavljanja stabilnosti, roka trajanja in sprejemljivosti s strani potrošnikov, se uporabljajo 
različne metode. Senzorična analiza, s katero pa žal ni mogoče zaznati primarnih 
produktov oksidacije, je najbližja oceni sprejemljivosti s strani potrošnikov. Na drugi strani 
so kromatografske metode, ki temeljijo na analizi specifičnih spojin kot maščobne kisline, 
steroli, vitamini in različni produkti oksidacije. Za hitro oceno obsega oksidacije lipidov pa 
lahko uporabljamo tudi splošne spektroskopske metode, ki temeljijo na reaktivnosti novo 
nastalih funkcionalnih spojin v procesu oksidacije ali nastanku konjugiranih dvojnih vezi v 
oksidiranih lipidih. Obstaja tudi velik interes za iskanje novih metod in napredne obdelave 
podatkov (kemometrija), kar naj bi privedlo do napredka v preučevanju oksidacije lipidov 
in njihovega vpliva na kakovost hrane (Wąsowicz in sod., 2004). 
 
Med številnimi raziskavami je bilo ugotovljeno, da lahko biogeni amini vplivajo na 
procese oksidacije in vivo ter in vitro. Nekateri biogeni amini se že dolgo časa uporabljajo 
kot naravni antioksidanti v lipidnih sistemih. Mehanizmi delovanja aminov kot 
antioksidantov niso dobro raziskani. Nekatere študije kažejo, da določeni amini v lipidnih 
sistemih delujejo kot lovilci prostih radikalov in "dušilci" (quenchers) singletnega kisika. 
Druge študije kažejo, da amini učinkujejo kot kelatorji kovin (Toro-Funes in sod., 2012; 
Ha in sod., 1998). Možen je tudi sinergistični učinek aminov in fenolnih antioksidantov 
(npr. spermin in α-tokoferol). 
1.1     NAMEN NALOGE 
V okviru magistrske naloge smo želeli ugotoviti, kakšen vpliv imajo izbrani sintetični 
(heksilamin, triheksilamin) in biogeni (spermin, spermidin) amini na tvorbo primarnih in 
sekundarnih produktov oksidacije v rastlinskih oljih in modelnih lipidnih sistemih v 
primerjavi s tokoferoli ter kakšna je korelacija med koncentracijo aminov in njihovo 
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antioksidativno učinkovitostjo. Zanimalo nas je tudi ali delujejo amini sinergistično s 
tokoferoli, ki so že prisotni v oljih. 
1.2     DELOVNE HIPOTEZE 
Predpostavljamo, da bodo izbrani sintetični in biogeni amini upočasnili procese oksidacije 
v oljih in modelnih sistemih in da je njihova učinkovitost koncentracijsko odvisna. 
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2     PREGLED OBJAV 
2.1     LIPIDNA OKSIDACIJA 
Lipidi se lahko oksidirajo med procesom reakcije radikalske oksidacije, fotokemične 
oksidacije in v reakcijah, ki jih katalizirajo nekateri encimi kot so lipoksigenaze, 
ciklooksigenaze in citokrom P450 (Ayala in sod., 2014; Wąsowicz in sod., 2004).  
2.1.1     Mehanizmi lipidne oksidacije 
Avtooksidacija je spontana reakcija, v kateri molekula kisika reagira z radikalsko obliko 
lipidov, kar rezultira v nastanku hidroperoksilnih radikalov, ki se stabilizirajo tako, da 
»odvzamejo« vodikov atom iz metilenske skupine, bodisi proste ali v lipide vezane 
maščobne kisline. Na novo nastali radikal se veže molekula kisika in ciklus se ponovi. 
Razpad hidroperoksidov vodi do oksidativnega kvara, ki je povezan tudi s senzoričnimi 
spremembami. Proces avtooksidacije vključuje tri korake:  
 
1. Iniciacija - homolitičen razcep C-H vezi in odcep vodikovega atoma iz metilenske 
skupine maščobne kisline, ki vodi do tvorbe alkilnih radikalov (R•), ki so reaktivni, ker 
vsebujejo nesparjen elektron. Verjetnost za odcep vodikovega atoma je funkcija 
strukture lipidne molekule in temperature.  
 
 
Slika 1: Mehanizem iniciacije oksidacije lipidov (Wąsowicz in sod., 2004) 
 
2. Propagacija - adicija tripletnega kisika (manj reaktiven) na prosti radikal, zaradi česar 
nastanejo peroksilni radikali (ROO•), ki lahko odvzamejo vodikov atom nenasičenim 
maščobnim kislinam in tvorijo hidroperokside (ROOH). Pri tem seveda nastane nov 
alkilni radikal, na katerega se lahko veže nova molekula kisika. Ta reakcija poteka 
toliko časa, dokler je prisoten kisik, maščobne kisline in radikalske oblike molekul. 
 
 
Slika 2: Mehanizem propagacije oksidacije lipidov (Wąsowicz in sod., 2004) 
 
3. Terminacija - različne reakcije, ki vodijo do nastanka neradikalskih produktov. 
 
Slika 3: Mehanizem terminacije oksidacije lipidov (Wąsowicz in sod., 2004) 
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Reaktivnost maščobnih kislin je odvisna tako od števila dvojnih vezi kot njihovega 
položaja v maščobnih kislinah. Tudi je pomembno, na katerem ogljikovem atomu v 
molekuli se nahaja dvojna vez. V monoenojski kislini se najlažje odstranita vodikova 
atoma na sosednjih ogljikovih atomih ob dvojni vezi. V večkrat nenasičenih maščobnih 
kislinah pa eden od vodikovih atomov na metilenski skupini med dvema dvojnima vezema. 
Nastali radikali so do določene mere resonančno stabilizirani in kot posledica se tvorijo 
različni konjugirani dieni (Wąsowicz in sod., 2004). Po adiciji kisika na alkilni radikal se 
tvorijo različni hidroperoksidi (zaradi izomerizacije dvojne vezi je OH skupina lahko na 
različnih C-atomih), ki v odvisnosti od fizikalno kemijskih razmer razpadajo na karbonilne 
komponente, kot so aldehidi, ketoni, alkani, alkoholi ali organske kisline. Pri razpadu 
hidroperoksidov se tvorijo tudi novi radikali, ki lahko sodelujejo v nadaljevanju verižne 
reakcije avtooksidacije (Ahmed in sod., 2016) 
  
Med avtooksidacijo enostavnih lipidov z eno dvojno vezjo kot sta oleinska kislina (C18:1 
n-9) in holesterol nastanejo alilni peroksidi (Porter, 2013). Pri oleinski kislini se kot 
rezultat avtooksidacije tvorijo štirje alilni hidroperoksidi. OOH skupina je lahko na 
ogljikovih atomih 8, 11 (cis-8-OOH, cis-11-OOH) in 9, 10 (trans-9-OOH, trans-10-OOH).  
Pri avtooksidaciji linoleata (C18:2 n-6) se tvori zmes cis in trans izomer konjugiranih 
dienov (Wąsowicz in sod., 2004). Tudi tu imajo cis in trans izomere različne fiziološke 
učinke (Ahmed in sod., 2016).  
  
Avtooksidacija linolenske kisline (C18:3 n-3), ki ima tri dvojne vezi, rezultira v še bolj 
kompleksnih produktih oksidacije. V matriksih, ki so bogati z linolensko kislino, so hkrati 
identificirali več različnih hidroperoksidov, kakor tudi produktov sekundarne oksidacije, 
kar predstavlja probleme pri kvalitativni in  kvantitativni analizi (Wąsowicz in sod., 2004).  
Med matriksi, ki so močno podrvženi oksidaciji, je tudi ribje olje, predvsem zaradi velike 
vsebnosti dolgoverižnih večkrat nenasičenih maščobnih kislin in odsotnosti naravno 
prisotnih antioksidantov, kot so na primer tokoferoli, ki so v večjih deležih prisotni v 
rastlinskih oljih (Ahmed in sod., 2016).   
 
Hitrost propagacije je sorazmerna s stopnjo nenasičenosti maščobne kisline (Ahmed in 
sod., 2016). Relativna hitrost avtooksidacije oleat: linoleat: linolenat je v razmerju od 1:40-
50:100 na podlagi porabe kisika ter 1:12:25 na osnovi tvorbe peroksidov. Do terminacije 
lahko pride tudi zaradi prisotnih antioksidantov, ki po stabilizaciji hidroperoksilnih in 
alkilnih radikalov sami postanejo radikali, vendar so za razliko od radikalov maščobnih 
kislin bolj stabilni (resonančna stabilizacija preko aromatskega sistema) in posledično ne 
vstopajo v reakcije propagacije (Wąsowicz in sod., 2004).  
 
Hidroperoksidi, primarni oksidacijski produkti, so nestabilni in kadar se njihova 
koncentracija poveča, lahko razpadejo v različnih monomolekularnih ali bimolekularnih 
reakcijah. Razpadni produkti - peroksilni in alkoksilni radikali, ki nastanejo v začetni fazi 
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razpada hidroperoksidov (Wąsowicz in sod., 2004, Ahmed in sod., 2016), so zelo reaktivni 
in lahko vstopajo v reakcije avtooksidacije. Razpad hidroperoksidov vodi do nastanka 
različnih hlapnih in nehlapnih spojin. Hidroperoksidi tvorjeni v začetni fazi avtooksidacije 
so nehlapni, brez vonja in so razmeroma nestabilne spojine (Wąsowicz in sod., 2004). 
Čeprav relativno hitro razpadejo, so vseeno bolj stabilni od prostih radikalov (Osredkar, 
2012). Tvorba hidroperoksidov in njihova akumulacija predstavlja napredovanje 
avtooksidacije, ne pomeni pa tudi pojava žarkosti. Šele pri razpadu hidroperoksidov 
nastanejo spojine, ki jih zaznamo z vonjem in takrat živilo začne izgubljati tudi senzorično 
kakovost (Wąsowicz in sod., 2004). V reakcijah oksidativne razgradnje maščobnih kislin 
nastanejo tudi spojine kot je malonaldehid, ki so zdravju škodljive, saj reagirajo s 
funkcionalnimi skupinami proteinov in DNK in na tak način povzročijo celične poškodbe 
(Ahmed in sod., 2016). 
 
Hidroperoksidi se lahko prav tako tvorijo tudi v reakcijah fotooksidacije ali v encimsko 
kataliziranih reakcijah (Ahmed in sod., 2016). 
 
Fotooksidacijska pot je alternativna pot, ki vodi do nastanka hidroperoksidov po 
neradikalskem mehanizmu. V večini primerov poteka fotooksidacija tako, da so v mešanici 
poleg maščob prisotni tudi fotosenzibilizatorji (npr. klorofili, riboflavin, hem,..), ki 
absorbirajo elektromagnetno valovanje v vidnem delu spektra in absorbirano energijo 
prenesejo na molekulo kisika, pri čemer ta iz osnovnega tripletnega stanja (3O2) preide v 
visokoenergijsko singletno stanje (1O2). Singletni kisik se lahko direktno adira na ogljikove 
atome povezane z dvojno vezjo. Pri tem nastanejo hidroperoksidi, ki se razlikujejo od 
produktov avtooksidacije (kisik je vezan na druge C-atome). Prisotni lovilci prostih 
radikalov (antioksidanti) imajo v tem primeru tudi manjši vpliv na potek oksidacije, ker v 
tem procesu niso vključeni prosti radikali, ki bi jih le ti lahko stabilizirali (Ahmed in sod., 
2016).  
 
Tretji mehanizem oksidacije temelji na lipoksigenazni aktivnosti. Lipoksigenaze so encimi, 
ki pomembno vplivajo na nastanek hidroperoksidov med ekstrakcijo olja (Wąsowicz in 
sod., 2004). Med to reakcijo nastanejo peroksilni radikali in nato še specifični 
hidroperoksidi. Ti hidroperoksidi se v nadaljnjih encimsko kataliziranih reakcijah z encimi 
kot so hidroperoksid liaze pretvarjajo v točno določene aldehide (Ahmed in sod., 2016). V 
aktivnem mestu lipoksigenaz se nahaja železov ion, ki se pri nastanku radikalske oblike 
nenasičene maščobne kisline reducira iz Fe(III) v Fe(II). Na nastali alkilni radikal se adira 
molekula kisika in pri tem nastane peroksilni radikal, ki vstopa v nadaljnje radikalske 
reakcije. Večina encimov katalizira odvzem vodika iz prostih maščobnih kislin, nekatere 
lipoksigenaze pa kot substrat prepoznajo tudi večkrat nenasičene maščobne kisline, ki so 
zaestrene z glicerolom (Wąsowicz in sod., 2004). 
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2.1.2     Negativni učinki lipidne oksidacije  
2.1.2.1     Oksidacija v maščobah topnih vitaminov in sterolov 
V maščobah topni vitamini (A, D, E, K) in steroli kot del lipidne frakcije so dovzetni za 
oksidacijo, katalizirano s kisikom in drugimi eksogenimi faktorji (UV svetloba, 
ionizirajoče sevanje, sončna svetloba, temperatura, peroksidi, radikali, kovinski ioni, 
encimi). Steroli se lahko oksidirajo v številne produkte, ki so lahko toksični za telo in 
povzročajo številne bolezni (Wąsowicz in sod., 2004). 
 
Vitamin E ščiti rastlinska olja in sterole pred tvorbo lipidnih peroksidov in oksidiranih 
sterolov, deluje kot antioksidant in se porabi med indukcijsko fazo avtooksidacije. 
Tokoferoli ne le zavirajo tvorbo prostih radikalov med avtooksidacijo, ampak delno tudi 
zavirajo oksidacijo, inducirano s singletnim kisikom (Wąsowicz in sod., 2004). Vendar 
med svojo antioksidativno dejavnostjo tokoferoli lahko sami oksidirajo, pri čemer 
nastanejo tokoferolni radikali, ki lahko povzročajo dodatno oksidacijo lipidov (Rizvi in 
sod., 2014).  
 
Zaradi prisotnih dvojnih vezi je vitamin A občutljiv na oksidacijo med predelavo in 
shranjevanjem živil (Wąsowicz in sod., 2004). Zelo je občutljiv na fotooksidacijo (Li in 
sod., 2000). Hitrost oksidacije vitamina A je odvisna od temperature in koncentracije 
kisika (Bolomey, 1947). Izomerizacija trans-karotenoidov do cis-karotenoidov, ki poteka 
med reakcijo s kislinami ob toplotni obdelavi in izpostavljenosti svetlobi, zmanjšuje 
aktivnost vitamina A. Mehanizem oksidacije karotenoidov še ni v popolnosti pojasnjen.  
Proces naj bi vključeval epoksidacijo, tvorbo apokarotenoidov in hidroksilacijo. Nastale 
spojine z nizko molekulsko maso povzročijo spremembe barve in vonja pri npr. korenju in 
paradižniku (Wąsowicz in sod., 2004). 
 
Ni veliko podatkov o oksidaciji vitaminov D in K. Oba vitamina sta občutljiva na svetlobo, 
kislo ali bazično okolje pa lahko dodatno pospeši razgradnjo. Vitamin K je potreben za 
normalno strjevanje krvi. Pokazano pa je bilo tudi, da ima vitamin K antioksidativen 
učinek, predvsem reducirana oblika vitamina K (K-hidrokinon).Vitamin D se nahaja v 
hrani, lahko pa se tudi sintetizira v človeškem telesu po izpostavljenosti sončni svetlobi. 
Obstaja v različnih oblikah. Vse oblike vitamina D so pomembne za učinkovito absorpcijo 
kalcija in fosforja. Vitamin D pospešuje mineralizacijo kosti, skupaj z drugimi vitamini, 
minerali in hormoni. Oksidirana oblika vitamina D ima le 10-30 % aktivnost v primerjavi z 
reducirano obliko vitamina D (Wąsowicz in sod., 2004). 
2.1.2.2      Vpliv lipidne oksidacije na senzorične lastnosti živil 
Kakovost izdelka ima pomemben vpliv na obnašanje potrošnikov, še posebej, ko gre za 
izbiro izdelkov za nakup in porabo. Iz vidika potrošnika imajo senzorične lastnosti velik  
pomen pri odločitvi za nakup, saj so posredno povezane s kakovostjo živila. Okus in vonj 
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različnih živil se lahko spreminjata med ravnanjem s surovino, predelavo ali med 
skladiščenjem (Wąsowicz in sod., 2004). Med temi postopki se lahko tvorijo in 
akumulirajo nezaželeni oksidacijski produkti (Vercellotti in sod., 1992). Primarne arome se 
lahko izgubijo, lahko pa nastanejo sekundarne arome, včasih zaželene za določen izdelek, 
kot na primer pri procesih zorenja. Vendar pa zelo pogosto te spremembe povzročijo 
poslabšanje senzorične kakovosti hrane. To se pogosto zgodi pri maščobah in živilih, ki 
vsebujejo maščobe, saj so podvržena procesom oksidacije. Oksidacija lipidov povzroči 
izgubo ali poslabšanje okusa in vonja, kar vodi do slabše kakovosti izdelkov. Nenasičene 
maščobne kisline, ki so zelo občutljive na avtooksidacijo, prevladujejo v komercialnih 
oljih in vplivajo na njihovo kakovost in rok uporabnosti. Oksidacija maščobnih kislin v 
hrani povzroči nastanek hlapnih spojin (Wąsowicz in sod., 2004), kot so na primer 
aldehidi, ketoni, kisline in alkoholi (Vercellotti in sod., 1992), med katerimi imajo mnogi 
neprijeten vonj in so odgovorne za tvorbo slabšega okusa živil. Zaradi tega je treba 
ugotoviti ne le stanje olja, ki se dodaja v živilo, ampak tudi njegovo oksidativno stabilnost 
(Wąsowicz in sod., 2004). 
 
Kot rezultat avtooksidacije maščobnih kislin, se oblikujejo monohidroksiperoksidi, ki so 
prvotno brez vonja, vendar se po določenem času se pretvorijo tudi v hlapne komponente. 
V to skupino spadajo aldehidi, ketoni, alkoholi, kisline, ogljikovodiki, furanoni in laktoni. 
Zaradi nizkega praga zaznavanja vonja večine teh komponent, prisotnost hlapnih 
produktov razgradnje hidroperoksidov tudi pri nizki koncentraciji poslabša senzorične 
lastnosti olja ali izdelkov, ki vsebujejo maščobe. Nastanek takšnih produktov kot so vinil 
ketoni, 1,5-oktadien-3-on in 2-nonenal po daljšem obdobju povzroči pojav neprijetnega 
vonja pri mlečni maščobi. Povečanje koncentracije karbonilnih spojin v prisotnosti 
prooksidanta (bakrovi ioni) spremeni (poslabša) prvotni vonj masla ali olja. Eden od 
pomembnih problemov pri mesu v živilski industriji je nezaželena sprememba arome 
zaradi segrevanja. Maščoba v kuhani pusti ali mastni govedini postane žarka in pridobi 
vonj po starih ribah (Wąsowicz in sod., 2004).  
2.1.2.3     Vpliv lipidne oksidacije na hranilno vrednost 
Eden izmed negativnih učinkov oksidacije na hranilno vrednost živila je zmanjšanje 
vsebnosti esencialnih maščobnih kislin v jedilnih maščobah. Toda vpliv tega pojava na 
prehrano je precej majhen, saj so izgube po navadi majhne glede na skupno vsebnost 
večkrat nenasičenih maščobnih kislin v oljih. Večji prehranski problem lipidne oksidacije 
predstavlja interakcija produktov lipidne oksidacije z drugimi komponentami hrane, 
predvsem z vitamini in proteini (Wąsowicz in sod., 2004).  
2.1.2.4     Vpliv lipidne oksidacije na zdravje 
Oksidativni stres je bil sprva definiran kot neravnovesje med prooksidanti in antioksidanti 
v bioloških sistemih (Romero in sod., 1998). Ravnovesje med prostimi radikali in 
antioksidanti je potrebno za pravilne fiziološke funkcije organizma. Reaktivne kisikove in 
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dušikove spojine se konstantno tvorijo v našem telesu preko različnih endogenih sistemov 
in zaradi izpostavljenosti različnim fizikalno-kemijskim pogojem ali patološkim stanjem 
(Lobo in sod., 2010). Ko se pojavi neravnovesje med prostimi radikali in antioksidanti, se 
lahko celične makromolekule poškodujejo zaradi delovanja nastalih prostih radikalov. To 
vodi do oksidacijskih sprememb genomov, proteinov, strukturnih ogljikovih hidratov in 
lipidov (Romero in sod., 1998). Zaradi tega imajo lipidni peroksidi in njihovi produkti 
velik negativen vpliv na fiziološke procese v organizmu živali in človeka (Ayala in sod., 
2014). 
 
Številne študije na živalih so pokazale negativne učinke produktov lipidne oksidacije, ki 
povzročijo oksidativne poškodbe. Negativni učinki na zdravje so se prikazali kot povečanje 
volumna in teže ledvic in jeter, celične poškodbe v različnih organih, sprememba sestave 
maščobnih kislin v maščobnem tkivu, fibrozne spremembe srca in žolčevoda (Wąsowicz in 
sod., 2004). Višja koncentracija produktov lipidne oksidacije kot so peroksidi in aldehidi 
povečajo tveganje za pojav ateroskleroze, ishemije - nezadostne oskrbe s kisikom, srčnega 
popuščanja, Alzheimerjeve bolezni, revmatoidnega artritisa, raka in nekaterih imunoloških 
motenj (Ramana in sod., 2013).  
 
Primarni produkti avtooksidacije - peroksidi maščobnih kislin, ki jih vnašamo s hrano,  
imajo škodljiv učinek na sluznico prebavil. Prispevajo pa tudi k večjemu deležu 
oksidiranih lipidov v serumskih lipoproteinih, kar ima neugoden vpliv na zdravje 
(Wąsowicz in sod., 2004). 
 
Lipidni peroksidi vplivajo na kancerogenezo, saj reagirajo z DNK (Wąsowicz in sod, 
2004). Tudi hidroperoksilni radikali reagirajo z DNK, kar lahko vodi do mutageneze (Lobo 
in sod., 2010).  
  
V primerjavi z radikali, so aldehidi manj reaktivni in zaradi tega lahko s krvnim obtokom 
migrirajo iz lokacije, kjer so nastali v druge dele telesa in reagirajo z molekulami v teh 
tkivih (Romero in sod., 1998). Nizko molekulski produkti razgradnje peroksidov 
maščobnih kislin se absorbirajo v krvni obtok in na takšen način preidejo v jetra ali do 
drugih telesnih tkiv (Wąsowicz in sod., 2004). Ugotovljeno je bilo, da pri nekaterih 
bolnikih z jetrnimi boleznimi in kroničnim hepatitisom C v organizmu tvori povečana 
koncentracija razgradnih produktov lipidnih peroksidov (Romero in sod., 1998). Veliko 
pozornosti je bilo posvečeno malondialdehidu, sekundarnemu produktu lipidne oksidacije. 
Je bifunkcionalni aldehid in zaradi tega je zelo reaktivna spojina in se lahko kovalentno 
poveže z DNK in proteini (Wąsowicz in sod., 2004). 
 
Kisikovi radikali in lipidni peroksidi igrajo pomembno vlogo pri poškodbah centralnega 
živčnega sistema in so na splošno nevrotoksični. Ugotovljeno je bilo, da ima glutation in z 
njim povezani encimi vlogo pri obrambi nevronov pred oksidativnim stresom. Poročali so, 
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da ima hidroksinonenal vlogo pri amiloidno inducirani smrti nevronov. Z β-amiloidom 
inducirana apoptoza je povezana z pomanjkanjem glutationa v nevronih. Hipoteza o 
vpletenosti oksidativnega stresa je bila potrjena tudi z ugotavljanjem povečane 
koncentracije produktov lipidne peroksidacije v možganih teh bolnikov. Hidroksinonenal 
tudi povzroča inhibicijo glutation-peroksidaz v nevronih, ki so že tako obremenjeni zaradi 
β-amiloida, kar vodi do celične smrti (Romero in sod., 1998). 
 
Produkti lipidne oksidacije kot so lipidni hidroperoksidi in aldehidi kažejo negativne 
učinke na vaskularni sistem (Romero in sod., 1998). V žilah lahko gladke mišične celice in 
makrofagi sproščajo proste radikale, ki vplivajo na peroksidacijo lipidov. S povečanjem 
nivoja oksidiranih lipidov se poveča verjetnost oksidativnih poškodb, kar lahko povzroči 
pojav ateroskleroze (Lobo in sod., 2010). Ugotovljeno je bilo, da peroksidi maščobnih 
kislin pospešijo vse tri faze ateroskleroze: iniciacija - poškodba endotelijev, propagacija - 
kopičenje plaka in terminacija - tromboza (Wąsowicz in sod., 2004).   
 
Toksičnost oksidiranih holesterolov je bila dokazana v številnih študijah. Oksisteroli se 
absorbirajo iz prebavnega trakta in se vključijo v lipoproteinske delce. Obstajajo dokazi, da 
so nekateri oksidacijski produkti holesterola  aterogeni (Wąsowicz in sod., 2004). Imajo 
tudi mutagene in citotoksične učinke, saj lahko neposredno vplivajo na endotelijske celice 
(Lobo in sod,, 2010).  
  
Treba se zavedati, da v živilih, ki jih zaužijemo v vsakdanji prehrani, ni en sam produkt, 
ampak mešanica zgoraj omenjenih spojin. Iz tega razloga je treba živila zaščititi na kakršen 
koli način, da se zmanjša koncentracija produktov oksidacije v živilih in se zmanjša njihov 
škodljivi učinek. Uporaba antioksidantov v živilih je posledično zelo pomembna. 
2.2     PROOKSIDANTI 
Prooksidant je vsaka snov, ki inducira oksidacijski stres na način, da generira reaktivne 
kisikove spojine ali inhibira delovanje antioksidantov (Rahal in sod., 2014). Že zelo 
majhne koncentracije nekaterih kovinskih ionov, npr. železovih in bakrovih delujejo kot 
promotorji lipidne oksidacije v prisotnosti hidroperoksidov.  
 
Meⁿ+ + ROOH → RO• + Me(n+1)+ + OH–                                                                              ...(1) 
 
Me(n+1)+ + ROOH → ROO• + Men+ + H+                                                                  ...(2) 
  
Nastali alkoksilni in peroksilni radikali sprožijo verižno reakcijo avtooksidacije, pri čemer 
sta v tvorbo radikalov vključeni tako oksidirana kot reducirana oblika kovinskih ionov. Pri 
nizkih koncentracijah je lahko tudi askorbinska kislina prooksidant, saj pospešuje razkroj 
hidroperoksidov na tak način, da reducira oksidirane oblike kovinskih ionov. Kovine igrajo 
ključno vlogo pri iniciaciji procesa avtooksidacije, saj je težko odstraniti sledove kovin 
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med predelavo hrane. Kovinski ioni lahko izvirajo iz rastlinskih in živalskih tkiv 
(Wąsowicz in sod., 2004). Nekateri antioksidanti, kot so na primer flavonoidi lahko v 
prisotnosti kovinskih ionov delujejo kot prooksidanti (Rahal in sod., 2014). Vpliv pogojev 
obdelave in skladiščenja živil imajo značilen vpliv na vsebnost kovinskih ionov.  
 
Vitamin C je močan antioksidant in sodeluje v mnogih fizioloških reakcijah, vendar lahko 
postane tudi prooksidant. To se zgodi, ker reducira npr. Fe3+ do Fe2+ ali iz Cu2+ do Cu+ in 
reducira vodikov peroksid do hidroksilnega radikala (Carocho in Ferreira, 2012). 
 
Za α-tokoferol je znano, da je koristni in močan antioksidant, vendar pri visokih 
koncentracijah lahko postane prooksidant. Ko ta reagira s prostimi radikali, postane sam 
radikal, in če ni prisotnega nekega drugega antioksidanta (npr. askorbinske kisline), ki bi 
ga reduciral v neradikalsko obliko, bo nastali produkt pospeševal avtooksidacijo 
maščobnih kislin (Carocho in Ferreira, 2012).  
 
Čeprav ni veliko dokazov, obstaja hipoteza, da imajo lahko tudi karotenoidi prooksidativne 
učinke, zlasti pri avtooksidaciji, v prisotnosti visokih koncentracij hidroksilnih radikalov 
(Carocho in Ferreira, 2012). β-karoten lahko deluje kot antioksidant ali tudi kot 
prooksidant, odvisno od različnih faktorjev, kot so redoks potencial in biološko okolje, v 
katerem deluje (Palozza in sod., 2003). β-karoten lahko reagira z lipidnim peroksilnim 
radikalom, pri čemer nastane karoten peroksi radikal, ki inducira nadaljnjo oksidacijo 
(Choe in Min, 2009). 
 
Tudi flavonoidi lahko delujejo kot prooksidanti, čeprav se vsak različno odziva na okolje, 
v katerem poteka oksidacija. Prehranski fenoli lahko delujejo kot prooksidanti v sistemih, 
ki vsebujejo redoks aktivne kovine. Prisotnost O2 in kovin kot sta železo in baker katalizira 
redoks cikel fenolov in lahko vodi do tvorbe reaktivnih produktov oksidacije in fenoksilnih 
radikalov, ki poškodujejo DNK, lipide in druge biološke molekule (Carocho in Ferreira, 
2012). 
 
Prosti radikali, produkti, ki nastanejo z razgradnjo peroksida, delujejo kot katalizatorji 
avtooksidacije. Toplotna, kovinsko katalizirana ali foto katalizirana razgradnja 
hidroperoksidov vodi do tvorbe hidroksilnih, alkoksilnih in peroksilnih radikalov. Radikali, 
ki nastanejo iz kontaminantov v živilih, lahko tudi sodelujejo v procesu oksidacije in 
delujejo kot katalizatorji. Nekatere molekule absorbirajo UV svetlobno energijo in se 
pretvorijo v vzbujeno obliko. Pri živilih, ki vsebujejo lipide, lahko fotosensibilizirano 
oksidacijo povzročijo nekateri pigmenti, kot so riboflavin in porfirini (klorofil, 
hemoglobin, mioglobin) ali nekatera sintetična barvila (Wąsowicz in sod., 2004).  
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2.3     ANTIOKSIDANTI 
Snovi, ki lahko inhibirajo ali upočasnijo procese oksidacije se imenujejo antioksidanti 
(Wąsowicz in sod., 2004). So dovolj stabilne molekule, da lahko oddajajo elektron 
prostemu radikalu, ga nevtralizirajo in mu zmanjšajo sposobnost, da poškoduje celico 
(Lobo in sod., 2010). So naravno prisotni v živilih ali se dodajo živilom (Wąsowicz in sod., 
2004).  
 
Antioksidanti so primarna zaščita proti oksidativnemu stresu. So potrebni za vzdrževanje 
življenja z ohranjanjem občutljivega znotrajceličnega redoks ravnovesja, kar zmanjšuje 
nezaželene celične poškodbe (Rahal in sod., 2014). Čeprav se antioksidativna obramba 
razlikuje v odvisnosti od vrste organizma, je antioksidativen učinek univerzalen za živa 
bitja (Nimse in Pal, 2015). 
 
Uporaba antioksidantov kot aditivov za živila omogoča zaščito lipidov v hrani pred 
neželjenimi oksidativnimi spremembami (Wąsowicz in sod., 2004). Antioksidanti znatno 
upočasnijo ali zavirajo oksidacijo oksidirajočih substratov že pri nizkih koncentracijah, v 
primerjavi z molekulami kot so lipidi in beljakovine (Choe in Min., 2009), ki se lahko 
oksidirajo. Sintetični antioksidanti so relativno poceni, vendar je njihova varnost 
vprašljiva. Potrošniki zahtevajo, da bi bili aditivi v izdelkih naravnega izvora, kot so na 
primer fenolne kisline, flavonoidi, tokoferoli, askorbinska kislina, karotenoidi. Potencialni 
vir antioksidantov so zelišča, začimbe, sadje, zelenjava, semena in čaj. Veliko pozornosti 
se posveča uporabi naravnih ekstraktov za zaščito lipidov v hrani pred oksidacijo. Pogosto 
se raziskujejo stabilizacijski učinki različnih rastlinskih ekstraktov bogatih s polifenoli, ki 
se testirajo v lipidih in modelnih sistemih (Wąsowicz in sod., 2004). 
 
Glede na mehanizem delovanja lahko antioksidante razvrstimo v dve skupini: 
 
Primarni antioksidanti so molekule, ki stabilizirajo radikale tako, da jim donirajo 
elektron, oziroma vodikov atom. Ko npr. hidroperoksilni radikal maščobne kisline reagira s 
takšno molekulo, se tvori manj reaktiven hidroperoksid in radikal antioksidanta. 
  
ROO• + AH• → ROOH + A•                                                                                                                                ...(3) 
 
Molekule, ki so primarni antioksidanti, imajo v svoji strukturi največkrat aromatski obroč, 
kjer je nastali radikal zaradi delokalizacije relativno stabilen. Radikalska oblika 
antioksidanta lahko reagira z drugim radikalom, kar vodi do prekinitve radikalske reakcije,  
a hkrati rezultira v izgubi antioksidativne učinkovitosti.  
 
ROO• + A• → ROOA ...(4) 
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Najpomembnejši primarni antioksidanti so: tokoferoli, butil hidroksi toluen, vitamin C, 
butil hidroksi anizol in propil galat (Wąsowicz in sod., 2004).  
 
Sekundarni antioksidanti za razliko od primarnih antioksidantov ne reagirajo direktno z 
radikali, temveč učinkujejo kot reducenti in kelatorji kovin (npr. citronska kislina, 
fosforjeva kislina, EDTA); lovilci kisika in reducenti (npr. askorbinska kislina, askorbil 
palmitat, sulfiti) ali snovi, ki reagirajo s singletnim kisikom (karotenoidi). Nekateri lahko  
tudi razgrajujejo hidroperokside na nereaktivne produkte (Carelli in sod., 2005). Določeni 
antioksidanti (npr. askorbinska kislina) lahko delujejo kot primarni ali sekundarni 
antioksidanti.  
 
V skupino antioksidantov uvrščamo tudi nekatere encime, ki pretvarjajo proste radikale ali 
reaktivne kisikove zvrsti v manj reaktivne spojine. Encimski antioksidanti tudi 
preprečujejo proces lipidne peroksidacije in na takšen način vzdržujejo funkcijo in 
strukturo celičnih membran. To je večstopenjski proces in encimi za svojo aktivnost 
potrebujejo kofaktorje, kot so baker, cink, mangan in železo. Takšni encimi so superoksid 
dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza in peroksiredoksin (Nimse in Pal, 2015). 
 
Superoksid dismutaza se nahaja v citosolu in mitohondrijih, kjer katalitsko pretvori O2
•- v 
kisik in H2O2 (Nimse in Pal, 2015). Potem se vodikov peroksid odstrani s katalazo ali 
glutation-peroksidazo (Young in Woodside, 2001). Encim katalaza je prisoten v 
peroksisomih (Nimse in Pal, 2015) in v dvostopenjskem postopku pretvarja H2O2 v vodo in 
kisik. Največja aktivnost katalaze je v jetrih in eritrocitih, vendar je prisoten tudi v vseh 
ostalih tkivih (Young in Woodside, 2001). Glutation peroksidaza se nahaja tako v 
citoplazmi kot v ekstracelularnem prostoru. Nahaja se skoraj v vseh človeških tkivih. 
Glutation peroksidaza pretvori H2O2 v vodo. Substrati za ta encim so tako H2O2 kot lipidni 
hidroperoksidi. Encim peroksiredoksin katalizira redukcijo H2O2, organskih 
hidroperoksidov in peroksinitrita. Encimski antioksidanti imajo pomembno vlogo pri 
preprečevanju oksidativnih poškodb. Katalaza, glutation peroksidaza in superoksid 
dismutaza kažejo sinergističnen učinek pri odstranjevanju O2
•- (Nimse in Pal, 2015). 
2.3.1     Karotenoidi 
Karotenoidi se sintetizirajo v rastlinah in mikroorganizmih (Carocho in Ferreira, 2013). 
Likopen in β-karoten sta najbolj znana karotenoida v primerjavi z drugimi 600 karotenoidi. 
Dolge nenasičene alkilne verige karotenoidov jim omogočajo lipofilnost. Za karotenoide je 
znano, da igrajo pomembno vlogo pri zaščiti celičnih membran in lipoproteinov (Nimse in 
Pal, 2015). Likopen je najmočnejši antioksidant naravno prisoten v različnem sadju in 
zelenjavi. Veliko število konjugiranih dvojnih vezi mu omogoča učinkovito zaviranje 
delovanja singletnega kisika, saj se del energije iz te visoko reaktivne molekule prenese na 
likopen (pri tem nastane tripletni kisik), ne da bi pri tem potekla kemijska reakcija. 
Prebitna energija se odda v obliki toplote. Po reakciji s singletnim kisikom lahko tudi 
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razpadejo na manjše molekule (Carocho in Ferreira, 2013). Likopen kaže bolj učinkovito 
zaviranje delovanja singletnega kisika v primerjavi z α-tokoferolom ali β-karotenom. β-
karoten je naravni oranžni karotenoid, ki se nahaja v rumenem in oranžnem sadju in temno 
zeleni listnati zelenjavi. β-karoten kaže potencialno antioksidativno sposobnost zaradi 
svoje kemijske strukture in interakcije z biološkimi membranami (Nimse in Pal, 2015). 
Znano je, da β-karoten zavira delovanje singletnega kisika z vsaj enako učinkovitostjo v 
primerjavi s α-tokoferolom pri nižjih koncentracijah kisika (Young in Woodside, 2001). 
Vitamin A ali retinol je karotenoid, ki se sintetizira v jetrih in je razpadni produkt β-
karotena. Obstaja približno dvanajst oblik vitamina A, ki jih lahko izoliramo (Carocho in 
Ferreira, 2013). Vitamin A je tudi antioksidant, vendar za razliko od β-karotena, njegova 
učinkovitost ni odvisna od koncentracije kisika (Young in Woodside, 2001).  
2.3.2     Spermin in spermidin 
Poliamini so prisotni skoraj v vseh živih celicah (Pegg, 2014). Intenzivno se tvorijo 
predvsem v celicah z visoko metabolno aktivnostjo, kar je esencialno za celično preživetje 
(Toro-Funes in sod., 2013). Obstaja večje število različnih poliaminov (Pegg, 2014). 
Spermin in spermidin (slika 4) sta poliamina, ki sta prisotna v milimolarnih koncentracijah, 
v semenski plazmi mnogih bitji, vključno s človekom in podganami (Rubinstein in 
Breitbart, 1991). Ta dva amina sta presnovna produkta ornitina. Najdemo ju v visokih 
koncentracijah v možganih (Aléssio in sod., 2004). 
      
Poliamini niso prisotni samo v tkivih in fizioloških tekočinah, ampak tudi v različnih 
živilih, v različnih koncentracijah. Glavni prehranski viri poliaminov so živila tako 
živalskega kot rastlinskega izvora. Hitro in popolnoma se absorbirajo v dvanajsterniku in 
prvem delu tankega črevesja. Absorpcijski mehanizmi poliaminov vključujejo paracelično 
absorpcijo, pri kateri transport aminov poteka preko medceličnih prostorov. Poliamini se 
intenzivno metabolizirajo, preden dosežejo sistemsko cirkulacijo (Toro-Funes in sod, 
2013). 
2.3.2.1     Sinteza spermina in spermidina 
Vretenčarji, členonožci, rastline, kvasovke in nekateri drugi organizmi, vsi vsebujejo 
poseben encim spermin sintaza za tvorbo spermina. Spermin sintaza katalizira prenos 
aminopropilne skupine iz S-adenozilmetionina na N1-položaj spermidina in na takšen način 
tvori spermin. Spermidin se sintetizira s pomočjo encima spermidin sintaza, ki katalizira 
reakcijo med dekarboksiliranim S-adenozilmetioninom in putrescinom. Večina celularnega 
spermina je vezana na negativno nabite kislinske preostanke. Ob sprostitvi spermina iz teh 
mest poteče obratna pretvorba spemina v spermidin. Obstajata dva načina pretvorbe 
spermina v spermidin: spermin oksidaza, ki pretvarja spermin v spermidin in 3-
aminopropanal in acetilpoliamin oksidaza, ki pretvarja N1-acetilspermin v spermidin in N-
acetil-3-aminopropanal (Pegg, 2014). Spermin in spermidin sta po naravi alifatska kationa 
(Hernandez in sod., 2006). 
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Slika 4: Strukturne formule spermina, spermidina in putrescina (Minois in sod., 2011)     
2.3.2.2     Antioksidativni potencial in drugi pozitivni učinki spermina in spermidina 
Spermin in spermidin igrata pomembno vlogo v številnih celičnih procesih, vključno z 
regulacijo transkripcije in translacije, nadzorom delovanja ionskih kanalov, modulacijo 
kinazne dejavnosti, učinkujeta tudi na celični cikel (zaporedje dogodkov, ki vodijo v 
celično delitev), ščitita celico pred oksidativnimi poškodbami, vzdržujeta membransko 
strukturo/funkcijo in imata vpliv na strukturo nukleinskih kislin in njihovo stabilnost 
(Pegg, 2014). Sta esencialna za proliferacijo in diferenciacijo celic (Hernandez in sod., 
2006). 
 
Spermin in spermidin učinkujeta kot lovilca prostih radikalov, "dušilca" singletnega 
molekularnega kisika in ščitita fage in mikrobno DNK pred oksidativnimi poškodbami. 
Prav tako omogočata obrambo pred oksidativnimi poškodbami tako, da stimulirata sintezo 
encimskih antioksidantov, kot je superoksid dismutaza in stresnih proteinov ter proteinov, 
ki regulirajo celični cikel (Pegg, 2014). Ker imajo amino skupine pKa v bazičnem 
območju, so primarne in sekundarne aminoskupine poliaminov vedno pozitivno nabite pri 
fiziološkem pH, kar vodi do nastanka "organskih kationov" z nizko molekularno maso, kar 
je najbolj pomembna značilnost za "lovilce aldehidov". Ta polikationska lastnost je 
pritegnila pozornost raziskovalcev in pripeljala do hipoteze, da bi lahko poliamini vplivali 
na fiziološke sisteme s pomočjo vezanja na anionskih mestih, kot so tista, ki so povezana z 
nukleinskimi kislinami in membranskimi fosfolipidi. Ti amini sodelujejo pri številnih 
celičnih funkcijah, vključno z odstranjevanjem prostih radikalov, imajo antioksidativne in 
protivnetne lastnosti. V nedavnih raziskavah je bila dokazana vloga poliaminov kot 
transkripcijskih regulatorjev v jedru nevronskih evkariontskih celic. Vendar natančni 
mehanizmi, s katerimi poliamini izvajajo svoje regulativne učinke, še niso popolnoma 
raziskani. Poročali so, da spermin zavira peroksidacijo lipidov v jetrnih mikrosomih 
(Aléssio in sod., 2004). 
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Hernandez in sodelavci (2006) so ugotovili, da pri mikroorganizmu Trypanosoma cruzi 
spermin in spermidin in vitro inhibirata lipidno peroksidacijo, pri čemer je učinkovitost 
odvisna od odmerka antioksidanta. Ugotovljeno je bilo, da je spermin bolj učinkovit kot 
spermidin pri svojem zaviralnem učinku. Peroksidacija lipidov inducirana s H2O2 je 
pokazala inhibicijo IC50 pri koncentraciji spermina 0,55 mmol/kg in spermidina pri 0,9 
mmol/kg, medtem je bila pri peroksidaciji inducirani z nifurtimoksom (spojina, ki inducira 
tvorbo superoksidnih radikalov) inhibicija IC50 pri koncentraciji spermina 0,8 mmol/kg in 
spermidina pri 1,5 mmol/kg. Dodatek spermina 1 mmol/kg je omogočal večjo stopnjo rasti 
mikroorganizmov v okolju z visoko koncentracijo superoksidnih radikalov. Koncentracija 
nifurtimoksa, ki je bila potrebna za 50 % inhibicijo rasti mikroorganizmov, se je povečala 
iz 20 mol/kg na 60 mol/kg. Za razliko od spermina in spermidina, diamina kadaverin in 
putrescin nista imela nobenega zaviralnega učinka med poskusom (Hernandez in sod., 
2006). 
     
Toro-Funes in sodelavci (2013) so testirali antioksidativne učinke spermina in spermidina 
v in vitro pogojih. Primerjali so njuno učinkovitost z učinkovitostjo drugih antioksidantov 
kot so oktil galat, α-tokoferol in palmitoil askorbat. Antioksidantivni potencial poliaminov 
in ostalih antioksidantov so preiskovali tako v lipofilnih kot v hidrofilnih medijih, po 
metodi DPPH. Ugotovili so, da sta spermin in spermidin močna antioksidatna in imata 
večji antioksidativni učinek kot vsi ostali testirani antioksidanti. Spermin je imel večji 
antioksidativni potencial kot spermidin. Ugotovili so tudi, da je njun antioksidativni učinek 
povezan z njuno sposobnostjo keliranja kovin, vendar pa lahko delujeta tudi kot lovilca 
prostih radikalov, kot je pokazal DPPH test (Toro-Funes in sod., 2013). 
    
Løvaas (1991) je med raziskavo antioksidativnega potenciala spermina in spermidina 
opazil, da je pri vzorcih večkrat nenasičenih maščobnih kislin, inkubiranih pri 100 ºC 
spermin pokazal 30 krat večji antioksidativni učinek kot α-tokoferol in 3,6 večji učinek kot 
etoksikvin. Ugotovljeno je bilo tudi, da je antioksidativni učinek v korelaciji s številom 
aminoskupin. Pri sperminu je bil učinek večji kot pri spermidinu in pri spermidinu je bil 
učinek večji kot pri putrescinu. Pokazalo se je tudi, da ima spermin stabilizacijski učinek 
na α-tokoferol in karotenoide. To je bilo pričakovano, glede na mehanizem 
antioksidativnega učinka v večkrat nenasičenih maščobnih kislinah. Vendar pa je bil 
antioksidativni potencial presenetljivo visok v primerjavi z drugimi testiranimi 
antioksidanti (Løvaas, 1991). 
2.3.2.3     Mehanizem delovanja spermina in spermidina kot antioksidanta 
Glavna prednost spermina in spermidina kot antioksidanta je njuna sposobnost lovljenja 
prostih radikalov. Dokazano je bilo, da imata antioksidativni učinek in vitro, torej v 
lipidnih sistemih in tudi in vivo - v živih celicah. Drug antioksidativni mehanizem 
spermina in spermidina je njuna sposobnost keliranja kovinskih ionov (Toro-Fuens in sod., 
2012). 
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Ha in sod. (1998) so testirali učinkovitost spermina za lovljenje prostih radikalov v celicah. 
Izvedli so sintezo bis-α-[13C] spermina za MS in NMR analizo. Preko rezultatov MS je bilo 
ugotovljeno, da spermin nedvomno lahko deluje kot lovilec prostih radikalov (Ha in sod., 
1998).  
 
V prisotnosti hidroksilnega radikala (slika 5) se lahko bis-α-[13C] spermin (1) pretvori v 
stabilen bis-N-hidroksispermin (2) in nato morda v nestabilen bis-di-N-hidroksispermin. 
Spontana dehidracija bi potem povzročila nastanek bis-oksima (3), ki bi nato zlahka 
hidroliziral in se pretvoril v dialdehid (4). 
 
 
Slika 5: Reakcija spermina s hidroksilnim radikalom (Ha in sod., 1998) 
 
Visoke koncentracije oksidiranih poliaminov so lahko same po sebi toksične. Vendar ko 
spermin oksidira, se njegova afiniteta za DNA dramatično zmanjša, kar omogoča difuzijo 
od DNK in omogoča dostop splošnim detoksikacijskim mehanizmom celice, vključno z 
reakcijo z glutationom. Torej, do celične toksičnosti zaradi spermin dialdehida 
najverjetneje ne pride zaradi predlaganih mehanizmov (Ha in sod., 1998). 
2.3.3     Tokoferoli in tokotrienoli 
Vitamin E je skupni izraz za skupino v maščobah topnih spojin, ki sta jih odkrila Evans in 
Bishop leta 1922. Te spojine imajo različne antioksidativne aktivnosti in so bistvenega 
pomena za zdravje. Oreščki, semena in rastlinska olja vsebujejo visoke količine α-
tokoferola in znatne količine se tudi nahajajo v zeleni listnati zelenjavi in obogatenih žitih. 
Topnost v maščobah vitaminu omogoča, da se shranjuje v maščobnih tkivih živali in ljudi, 
zaradi česar ga ni treba zauživati vsak dan. Skupino vitamina E (kroman-6-oli) skupaj 
sestavljajo tokokromanoli (slika 6), vključuje vse tokoferolne in tokotrienolne derivate, ki 
imajo biološko aktivnost (Rizvi in sod., 2014). 
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Slika 6: Strukturne formule tokokromanolov (tokoferoli in tokotrienoli) (Shahidi in Camargo, 2016) 
 
Obstaja osem naravnih oblik vitamina E; sicer α, β, γ in δ tokoferoli in tokotrienoli, ki jih 
sintetizirajo rastline. α in γ-tokoferol sta dve glavni obliki vitamina, njuni relativni deleži 
so odvisni od vira. Najbogatejši prehranski vir vitamina E so jedilna rastlinska olja, saj 
vsebujejo vse različne homologe v različnih razmerjih. α in γ-tokoferoli se nahajajo v 
serumu in rdečih krvnih celicah, pri čemer je α-tokoferol prisoten v najvišji koncentraciji. β 
in δ-tokoferole najdemo v plazmi samo v nizkih koncentracijah. Večja koncentracija α-
tokoferola pri ljudeh v primerjavi z drugimi oblikami tokoferolov izhaja iz hitrejše 
presnove drugih oblik tokoferola in iz hepatičnega α-tokoferol prenašalnega proteina (α-
TTP) (Rizvi in sod., 2014), ki razen α-tokoferola skoraj ne veže drugih tokoferolov (Traber 
in Atkinson, 2007). Prav zaradi vezavne afinitete α-tokoferola na α-TTP, se večina 
absorbiranih β, γ in δ-tokoferolov izloča v žolč in nato izhajajo iz organizma z blatom, 
medtem ko se α-tokoferol v veliki meri izloča v urin (Rizvi in sod., 2014). Zaradi tega, ker 
α-TTP skoraj ne vežejo drugih tokoferolov, lahko pride do pomanjkanja vitamina E v 
organizmu, če se uživa pretežno ostale oblike tokoferolov (Traber in Atkinson, 2007). 
Največja koncentracija α-tokoferola je pogostokrat tam, kjer se tvori največ prostih 
radikalov, na primer v membranah mitohondrijev in endoplazemskem retikulumu v srcu in 
pljučih (Rizvi in sod., 2014). 
2.3.3.1     Kemijske lastnosti  
Tokoferoli in tokotrienoli imajo enako osnovno strukturo. Dolga izoprenoidna stranska 
veriga je vezana na položaju 2 na kromanolni obroč (Rizvi in sod., 2014). Homologi 
tokoferola in tokotrienola se strukturno razlikujejo glede na število in položaj metilnih 
skupin na kromanolnem obroču. α-homologi vsebujejo tri metilne skupine, β- in γ-
   19 
Gutirea D. Vpliv sintetičnih in biogenih aminov na oksidacijo rastlinskih olj. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
 
homologi sta medsebojni izomeri z dvema metilnima skupinama, medtem ko ima δ-
homolog eno metilno skupino (Zielińska in sod., 2014). 
 
Tokotrienoli se razlikujejo od tokoferolov v tem, da imajo farnezil namesto nasičene 
izoprenoidne C-16 stranske verige. Tokoferoli imajo en kiralni stereocenter pri C-2 na 
kromanolnem obroču in dva kiralna stereocentra pri C-4', in C-8' na izoprenoidni verigi in 
imajo konfiguracijo 2R, 4'R, 8'R. Naravni α-tokoferol se pojavlja v RRR-konfiguraciji, 
medtem ko je sintetični α-tokoferol mešanica osmih različnih stereoizomerov in se imenuje 
all-rac-α-tokoferol. Tokotrienoli imajo samo en kiralni stereocenter pri C-2 na 
kromanolnem obroču in naravni tokotrienoli imajo izključno 2R, 4'E 8'E konfiguracijo. 
Receptorji in encimi v telesu so zelo stereoselektivni in imajo interakcijo izključno z enim 
od enantiomerov (kiralno prepoznavanje). Kot rezultat, ima le en enantiomer želeni učinek 
na telo, pri čemer lahko drugi nimajo nobenega vpliva ali imajo celo škodljiv vpliv (Rizvi 
in sod., 2013).  
2.3.3.2     Antioksidativni potencial  
Vitamin E je močan antioksidant, ki zavira tvorbo reaktivnih kisikovih molekul, ko je 
maščoba podvržena oksidaciji in med propagacijo prostih radikalov. Nahajajo se predvsem 
v celičnih in organelnih membranah, kjer lahko izvajajo svoj največji zaščitni učinek, tudi 
če je njihovo razmerje koncentracije le ena molekula za vsakih 2.000 fosfolipidnih molekul 
(Rizvi in sod., 2014). α-tokoferol ima močan antioksidativni potencial, saj približno 200 
krat hitreje reagira z peroksilnimi radikali v primerjavi z komercialnim antioksidantom 
butilhidroksitoluen (BHT) (Burton in Traber, 1990). Vitamin E deluje kot primarna 
obramba pred peroksidacijo lipidov, ščiti celične membrane pred napadom prostih 
radikalov (Rizvi in sod., 2014). Različne oblike vitamina E imajo različen antioksidacijski 
učinek in vitro (Traber in Atkinson, 2007). Študije so pokazale, da ima mešanica 
tokoferolov močnejši inhibitorni učinek na inducirano peroksidacijo lipidov v človeških 
eritrocitih v primerjavi s samim α-tokoferolom. Zaradi svoje aktivnosti lovljenja 
peroksilnih radikalov, tudi varuje večkrat nenasičene maščobne kisline, prisotne v 
membranskih fosfolipidih in plazemske lipoproteine. Nastali reaktivni tokoperoksilni 
radikali, lahko: (1) povzročijo oksidacijo drugih lipidov, (2) naprej oksidirajo do kinonov; 
(3) tvorijo nereaktivne tokoferol dimere ali (4) se z drugimi antioksidanti reducirajo do 
tokoferolov. Predpostavljeno je, da so vse biološke funkcije vitamina E dejansko posledica 
njegove antioksidativne aktivnosti (Farbstein in sod., 2010). 
2.3.3.3     Mehanizem delovanja tokoferolov  
Najpogostejši mehanizem antioksidativnega delovanja tokoferolov je doniranje vodikovih 
atomov prostim radikalom, pri čemer kot produkta reakcije nastaneta tokoferilni radikal in 
manj reaktivna molekula hidroperoksida. 
 
ROO● + TOC → ROOH + TOC●                                                                            ...(5)  
   20 
Gutirea D. Vpliv sintetičnih in biogenih aminov na oksidacijo rastlinskih olj. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2018 
 
3     MATERIAL IN METODE 
3.1     MATERIAL 
3.1.1     Rastlinska  olja  
- rafinirano sončnično olje znamke Gea, 
-     hladno stiskano laneno olje znamke Gea v temni stekleni embalaži (250 mL). 
3.1.2     Amini in lipidi za pripravo modelnih sistemov 
- heksilamin (HA) (Sigma-Aldrich),  
- triheksilamin (THA) (Sigma-Aldrich), 
- α-tokoferol (α-T) (Sigma-Aldrich), 
- γ-tokoferol (γ-T) (Sigma-Aldrich), 
- spermin (SM), S3256-1G (Sigma-Aldrich), 
- spermidin (SD) (Sigma-Aldrich), 
- metil linolenat (Sigma-Aldrich), 
- gliceril trioktanoat (GTO) (Sigma-Aldrich). 
3.1.3     Ostale kemikalije 
- mQ voda, 
- H2SO4, 
- pikrilsulfonska kislina (trinitrobenzensulfonska kislina, TNBS), 
- pufer pH 8,2 (natrijev dihidrogenfosfat, natrijev hidroksid, miliQ voda), 
- železov (II) sulfat heptahidrat, 
- barvilo ksilenol oranžno, 
- 1-propanol, 
- 70 % terciarni butil hidroperoksid (t-BuOOH), 
- metanol.  
3.1.4     Aparature 
Uporabljena aparatura: 
- analitska tehtnica (Mettler), 
- UV-VIS spektrofotometer,  
- vrtinčnik, 
- centrifuga,  
- pečica z termostatom (Kambič), 
- zamrzovalna skrinja (-20 ºC), 
- zamrzovalna skrinja (-80 ºC). 
 
3.1.5     Ostala laboratorijska oprema 
- polipropilenske centrifugirke z rumenim pokrovom (15 mL, 50 mL), 
- polipropilenske mikrocentrifugirke (1,5 mL), 
- avtomatske pipete, 
- polistirenske kivete, 
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- polipropilenske kivete, 
- kvarčne kivete, 
- laboratorijska steklovina, 
- kapalke, 
- čolniček za tehtanje, 
- spatula,  
- alu folja, 
- zaščitne rokavice. 
3.2     METODE 
3.2.1     Ocena topnosti spermina in spermidina v sončničnem olju in gliceril  
trioktanoatu ter ekstrakcija v vodni raztopini H2SO4 
V dve 1,5 mL mikrocentrifugirki smo zatehtali 2,0 mg spermina in v drugi dve 1,50 mg 
spermidina na 0,10 mg natančno. Nato smo v prvi par (spermin + spermidin) dodali 1,0 g 
gliceril-trioktanoata, v drugi par pa 1,0 g sončničnega olja. Raztopine smo dobro 
premešali. Nato smo suspenzijo segrevali v vodni kopeli (80 ºC, 10 minut). Med 
segrevanjem smo vsebino tudi občasno premešali na vrtinčniku. Potem smo vzorce 
centrifugirali pri 15000 g 10 min. Po centrifugiranju smo iz vsake raztopine odstranili 
400 L bistre frakcije in jo prenesli v novo 1,5 mL  mikrocentrifugirko. K 400 L bistre 
faze smo dodali 800 L 5 mM H2SO4 in dobro premešali na vrtinčniku, potem pa na kratko 
centrifugirali. Protonirani amini so polarni in predvidevali smo, da se kvantitativno 
ekstrahirajo v vodno fazo s 5,0 mM H2SO4. Koncetracijo aminov v vodni fazi smo določili 
s postopkom s TNBS. 
3.2.2     Določanje aminov s pikrilsulfonsko kislino  
Pikrilsulfonska kislina, oziroma trinitrobenzen sulfonska kislina (TNBS), se uporablja za 
določevanje koncentracije aminskih skupin v vzorcih (Cigić in Zelenik, 2004). Pogostokrat 
se uporablja za določevanje stopnje hidrolize proteinov, saj TNBS reagira z amini pri 
čemer nastanejo obarvani produkti, ki absorbirajo med 300 in 500 nm.  
 
Pripravili smo standardne raztopine spermina in spermidina s koncentracijo 1 mmol/kg v 
miliQ vodi. Reagent TNBS smo pripravili tako, da smo 5 % komercialno dostopno 
raztopino razredčili z miliQ vodo v volumskem razmerju 1:1000 (25 L 5 % 
pikrilsulfonske kisline (TNBS) smo dodali v 24,75 mL miliQ vode in premešali). 500 mM 
fosfatni pufer smo pripravili tako, da smo ustrezno količino natrijevega dihidrogenfosfata 
raztopili v miliQ vodi in potem uravnali pH s koncentrirano raztopino NaOH ter razredčili 
z miliQ vodo do ustreznega volumna. 
 
Posamezne raztopine za umeritveno krivuljo smo pripravili tako kot je opisano v 
Preglednici 1. V 1,5 mL mikrocentrifugirke smo odpipetirali ustrezne volumne v vrstnem 
redu miliQ voda, standardna raztopina spermina/spermidina, fosfatni pufer in raztopina 
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TNBS. Reakcijsko zmes smo premešali na vrtinčniku in prestavili v vodno kopel segreto 
pri 60 ºC za 30 minut. Po 30 minutah smo pri 420 nm takoj pomerili absorbanco 
obarvanega produkta, ki je nastal med TNBS in aminsko skupino vzorca v semimikro 
polistirenskih kivetah. Predhodno smo izmerili absorbanco slepega vzorca (raztopina 
fosfatnega pufra in TNBS), vrednost katere smo potem odšteli od izmerjene vrednosti 
absorbance vzorca. Vzorce, ki smo jih pripravili na enak način kot je opisano v poglavju 
3.2.1, smo analizirali na enak način kot tiste za umeritveno krivuljo. V reakcijsko zmes 
smo dodali 20 L ekstrahiranega sperimna/spermidina in razliko do 100 L dopolnili z 
miliQ vodo. 
 
Preglednica 1: Volumni reagentov za pripravo umeritvene krivulje pri določanju aminov  
        Vzorec 
miliQ H2O 
(L) 
SM/SD s konc. 1 
mmol/kg 
(L) 
500 mM  fosfat 
pH 8,2 (L) 
5 % TNBS (1:1000) 
(L) 
Slepi vzorec 100 0 400 800 
UK1 80 20 400 800 
UK2 60 40 400 800 
UK3 40 60 400 800 
UK4 20 80 400 800 
 
Na sliki 7 sta prikazani umeritveni krivulji za spermin in spermidin iz katere je razvidno, 
da obe spojini reagirata s TNBS. Za spermin smo prikazali odvisnost absorbance le za 3 
točke, saj pri višjih koncentracijah spermina, absorbanca ni bila več linerano odvisna od 
koncentracije. Metode nismo optimizirali, saj smo  jo uporabili le za grobo oceno topnosti 
poliaminov v lipidih.  
 
Iz naklonov umeritvenih krivulj na sliki 7 je razvidno, da pri reakciji s sperminom nastane 
več obarvanega produkta, kar se sklada z večjim številom aminskih skupin v molekuli 
(spermin ima 4, spermidin ima 3).   
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Slika 7: Umeritvena krivulja za določitev spermina (SM) in spermidina (SD) s TNBS 
 
3.2.3     Priprava vzorcev in modelnih lipidnih sistemov za določanje peroksidnega                                
števila  
Proces oksidacije lipidov smo analizirali v lanenem olju in v modelnem lipidnem sistemu,     
ki je bil pripravljen iz nenasičenega metil linolenata in nasičenega triacilglicerola, gliceril             
trioktanoata. Izvedli smo tri enotedenske poskuse z različnimi dodatki antioksidantov. 
3.2.3.1      Poskus 1: oksidacija lanenega olja z dodatkom heksilamina, triheksilamina, α in    
γ-tokoferola, spermina in spermidina v koncentraciji 1,0 mmol/kg 
Pri prvem poskusu smo analizirali potek oksidacije v svežem lanenem olju, ki se je 
inkubiralo 5 dni pri temperaturi 60 ºC. V vzorce olja smo dodajali spermin, spermidin, 
heksilamin, triheksilamin, α-tokoferol in γ-tokoferol v takšnih količinah, da bi končna 
koncentracija teh dodatkov v olju bila 1,0 mmol/kg. Kot kontrolo smo uporabili laneno olje 
brez dodatnih antioksidantov. Posameznim oljem smo po 0, 24, 48, 72 in 120 urah določili 
peroksidna števila. 
 
Najprej smo pripravili izhodne raztopine vzorcev: 
 
Kontrolni vzorec: v 15 mL centrifugirko smo zatehtali 10,0 g lanenega olja. 
 
y = 15115x + 0,0203
R² = 0,9705
















Koncentracija poliaminov v kiveti (mmol/kg)
SM
SD
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Heksilamain 1,0 mmol/kg: v 15 mL centrifugirko smo zatehtali 1,0 mg heksilamina in 10,0 
g olja. 
 
Triheksilamin 1,0 mmol/kg: v 15 mL centrifugirko smo zatehtali 2,7 mg triheksilamina in 
10,0 g olja. 
 
α-tokoferol 1,0 mmol/kg: v 15 mL centrifugirko smo zatehtali 4,3 mg α-tokoferola in 10,0 
g olja. 
 
γ-tokoferol 1,0 mmol/kg: v 15 mL centrifugirko smo zatehtali 2,10 mg γ-tokoferola in 5,0 
g olja. 
 
Spermin 1,0 mmol/kg: v 15 mL centrifugirko smo zatehtali 2,0 mg spermina in 10,0 g olja. 
 
Spermidin 1,0 mmol/kg: v 15 mL centrifugirko smo zatehtali 1,5 mg spermidina in 10,0 g 
olja. 
 
Vzorce z dodanim sperminom in spermidinom, ki sta relativno slabo topna, smo po 
dodatku olja dobro premešali in jih za 10 min. inkubirali pri 80 ºC na vodni kopeli, da se 
amini raztopijo. Med inkubacijo smo centrifugirke občasno premešali na vrtinčniku. Po 
koncu inkubacije smo vzorca z sperminom in spermidinom centrifugirali 10 min. pri 
pospešku 4000 g. Nato smo bistro raztopino spermina in spermidina v olju prenesli v druge 
označene 15 mL centrifugirke.  
 
Vzorce za inkubacijo smo pripravili tako, da smo v 50 mL polipropilenske centrifugirke 
odtehtali po  200 mg posameznega vzorca z raztopljenimi antioksidanti (dejansko maso 
smo zapisali). Na takšen način smo posamezen vzorec (npr. spermin pri koncentraciji 
1,0 mmol/kg) zatehtali v 10 centrifugirk (5 časovnih točk za vsak vzorec v 2 paralelkah). 
Časovne točke so bile za dan 0 (0 ur), dan 1 (24 ur), dan 2 (48 ur), dan 3 (72 ur) in dan 5 
(120 ur). Vse vzorce razen vzorcev za dan 0 smo nepredušno zaprli s pokrovčkom z 
navojem in inkubirali pri 60 ºC v temi. Vzorcem, ki so bili pripravljeni za dan 0, smo 
določili peroksidno število kmalu po pripravi (nekaj ur kasneje), tiste, ki smo jih inkubirali 
pa na dan, ko smo prekinili inkubacijo. Vzorce olj smo pred določitvijo peroksidnega 
števila raztopili tako, da smo v posamezno 50 mL centrifugirko k oksidiranemu olju 
(zatehte so bile približno 200 mg) dodali 3,80 mL 1-propanola. Preostanke raztopljenih 
vzorcev smo do nadaljnjih analiz shranili v skrinji pri -20 ºC. 
3.2.3.2     Poskus 2: oksidacija lanenega olja z dodatkom spermina in spermidina     
različnih koncentracij (1,0, 0,40 in 0,10 mmol/kg) 
Pri drugem poskusu smo po istem principu, kot pri prvem poskusu analizirali potek 
oksidacije v lanenem olju. Olju smo dodajali različne koncentracije spermina in spermidina 
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(1,0, 0,40, 0,10 mmol/kg), da bi ugotovili, kakšna je relacija med koncentracijo aminov in 
njihovo antioksidativno učinkovitostjo. Kot kontrolo smo uporabili laneno olje brez 
dodatkov antioksidantov. Po inkubaciji z časovnimi intervali 0, 24, 48, 72 in 120 ur smo 
izmerili absorbanco vzorcev in izračunali peroksidno število. 
 
Najprej smo pripravili izhodne raztopine vzorcev: 
 
Kontrolni vzorec: v 15 mL centrifugirko smo zatehtali 10,0 g lanenega olja. 
 
Spermin 1,0 mmol/kg: opisano v poskusu 1.  
 
Spermin 0,40 mmol/kg: v 15 mL centrifugirko smo zatehtali 4,0 g izhodne raztopine 
spermina v koncentraciji 1,0 mmol/kg iz poskusa 1 in 6,0 g lanenega olja.  
 
Spermin 0,10 mmol/kg: v 15 mL centrifugirko smo zatehtali 1,0 g izhodne raztopine 
spermina v koncentraciji 1,0 mmol/kg iz poskusa 1 in 9,0 g lanenega olja.  
 
Spermidin 1,0 mmol/kg: opisano v poskusu 1 
 
Spermidin 0,40 mmol/kg: v 15 mL centrifugirko smo zatehtali 4,0 g izhodne raztopine 
spermidina v koncentraciji 1,0 mmol/kg iz poskusa 1 in 6,0 g lanenega olja.  
 
Spermidin 0,10 mmol/kg: v 15 mL centrifugirko smo zatehtali 1,0 g izhodne raztopine 
spermidina v koncentraciji 1,0 mmol/kg iz poskusa 1 in 9,0 g lanenega olja.  
 
Vzorce z različnimi deleži poliaminov smo dobro premešali na vrtinčniku in pri inkubaciji 
oziroma raztapljanju oksidiranih olj v 1-propanolu postopali enako kot je opisano v 
poskusu 1.  
3.2.3.3     Poskus 3: oksidacija metil linolenata v modelnih lipidnih sistemih z dodatkom 
spermina, spermidina, α- in γ-tokoferola ter njihovih kombinacij v koncentraciji 
1,0 mmol/kg 
Pri tretjem poskusu smo analizirali potek oksidacije v modelnih lipidnih sistemih 
sestavljenih iz gliceril trioktanoata (v reakcijah oksidacije inerten lipid) in metil linolenata 
(v reakcijah oksidacije reaktiven lipid). Modelni lipidni sistemi so vsebovali spermin, 
spermidin, α-tokoferol, γ-tokoferol ter kombinacije spermin/α-tokoferol, spermin/γ-
tokoferol, spermidin/α-tokoferol in spermidin/γ-tokoferol. Kot kontrolo smo uporabili 
modelni sistem brez dodanih antioksidantov. Namen poskusa je bil ugotoviti vpliv 
posameznega antioksidanta v koncentraciji 1 mmol/kg in potencialni sinergistični učinek.   
 
Najprej smo pripravili izhodne raztopine za pripravo modelnih lipidnih sistemov: 
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Gliceril trioktanoat: v 15 mL centrifugirko smo zatehtali 3,0 g gliceril trioktanoata. 
 
20 % metil linolenat: v 15 mL centrifugirko smo zatehtali 0,50 g metil linolenata in 2,0 g 
gliceril trioktanoata. 
 
Spermin 5,0 mmol/kg v gliceril trioktanoatu: v 15 mL centrifugirko smo zatehtali 5,1 mg 
spermina in 5,0 g gliceril trioktanoata. 
 
Spermidin 5,0 mmol/kg v gliceril trioktanoatu: v 15 mL centrifugirko smo zatehtali 3,6 mg 
spermidina in 5,0 g gliceril trioktanoata. 
 
α-tokoferol 5,0 mmol/kg v gliceril trioktanoatu: v 15 mL centrifugirko smo zatehtali 5,0 
mg α-tokoferola in 2,5 g gliceril trioktanoata. 
 
γ-tokoferol 5,0 mmol/kg v gliceril trioktanoatu: v 15 mL centrifugirko smo zatehtali 5,2 
mg γ-tokoferola in 2,5 g gliceril trioktanoata. 
 
Posamezne mešanice smo dobro premešali na vrtinčniku. Suspenzije z dodanim 
sperminom in spermidinom smo segrevali in centrifugirali kot je opisano v poskusu 1.     
 
Priprava modelnih lipidnih sistemov: 
 
Kontrola: v 1,5 mL centrifugirko smo zatehtali 230 mg gliceril trioktanoata in 230 mg 20 
% metil linolenata.  
 
Spermin 1,0 mmol/kg: v 1,5 mL centrifugirko smo zatehtali 138 mg gliceril trioktanoata, 
230 mg 20 % metil linolenata in 92 mg spermina v koncentraciji 5,0 mmol/kg v gliceril 
trioktanoatu. 
 
Spermidin 1,0 mmol/kg: v 1,5 mL centrifugirko smo zatehtali 138 mg gliceril trioktanoata, 
230 mg 20 % metil linolenata in 92 mg spermidina v koncentraciji 5,0 mmol/kg v gliceril 
trioktanoatu. 
 
α-tokoferol 1,0 mmol/kg: v 1,5 mL centrifugirko smo zatehtali 138 mg gliceril 
trioktanoata, 230 mg 20 % metil linolenata in 92 mg α-tokoferola v koncentraciji 5,0 
mmol/kg v gliceril trioktanoatu. 
 
γ-tokoferol 1,0 mmol/kg: v 1,5 mL centrifugirko smo zatehtali 138 mg gliceril 
trioktanoata, 230 mg 20 % metil linolenata in 92 mg γ-tokoferola v koncentraciji 5,0 
mmol/kg v gliceril trioktanoatu. 
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Spermin 1,0 mmol/kg + α-tokoferol 1,0 mmol/kg: v 1,5 mL centrifugirko smo zatehtali 46 
mg gliceril trioktanoata, 230 mg 20 % metil linolenata, 92 mg spermina v koncentraciji 5,0 
mmol/kg v GTO in 92 mg α-tokoferola v koncentraciji 5,0 mmol/kg v gliceril trioktanoatu. 
 
Spermin 1,0 mmol/kg + γ-tokoferol 1,0 mmol/kg: v 1,5 mL centrifugirko smo zatehtali 46 
mg gliceril trioktanoata, 230 mg 20 % metil linolenata, 92 mg spermina v koncentraciji 5,0 
mmol/kg v GTO in 92 mg γ-tokoferola v koncentraciji 5,0 mmol/kg v gliceril trioktanoatu. 
 
Spermidin 1,0 mmol/ kg + α-tokoferol 1,0 mmol/kg: v 1,5 mL centrifugirko smo zatehtali 
46 mg gliceril trioktanoata, 230 mg 20 % metil linolenata, 92 mg spermidina v 
koncentraciji 5,0 mmol/kg v GTO in 92 mg α-tokoferola v koncentraciji 5,0 mmol/kg v 
gliceril trioktanoatu. 
 
Spermidin 1,0 mmol/kg + γ-tokoferol 1,0 mmol/kg: v 1,5 mL centrifugirko smo zatehtali 
46 mg gliceril trioktanoata, 230 mg 20 % metil linolenata, 92 mg spermidina v 
koncentraciji 5,0 mmol/kg v GTO in 92 mg γ-tokoferola v koncentraciji 5,0 mmol/kg v 
gliceril trioktanoatu. 
 
Vzorce za inkubacijo smo pripravili na podoben način kot je opisano za laneno olje pod v 
poskusu 1. Osnovna razlika je ta, da smo vzorce odtehtali v 15 mL centrifugirke in ne v 
50 mL centrifugirke. V 15 mL centrifugirke smo odtehtali po  40 mg posameznega 
vzorca (dejansko maso smo zapisali). Za manjše mase smo se odločili, ker bi zatehta večjih 
količin predstavljala prevelik strošek. Sama inkubacija je potekala na enak način kot pri 
oljih. Vzorce po koncu inkubacije smo raztopili v ustrezno manjšem volumnu 1-propanola 
(0,95 mL).  
3.3     KEMIJSKE ANALIZE VZORCEV 
3.3.1     Peroksidno število (PŠ) 
Med oksidacijo lipidov se tvorijo hidroperoksidi, ki so primarni produkti oksidacije. Ti 
produkti nato lahko oksidirajo do sekundarnih produktov oksidacije. Peroksidno število 
predstavlja skupno vsebnost hidroperoksidov in je eden izmed najpogostejših indikatorjev 
kakovosti maščob in olj med proizvodnjo in skladiščenjem (Shahidi in Zhong, 2005). 
3.3.1.1     Določanje peroksidnega števila - spektrofotometrično določanje 
Določitev primarnih produktov oksidacije (peroksidov) po reakciji s Fe2+ in kompleksaciji 
nastalega Fe3+ z barvilom ksilenol oranžno. 
Pri določanju peroksidnega števila v lipidih smo uporabili metodo spektrofotometričnega 
določanja peroksidov, ki temelji na merjenju absorbance kompleksa, ki nastane ob 
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prisotnosti Fe3+ in barvila ksilenol oranžno pri 560 nm. Oranžna barva reagenta se ob 
prisotnosti peroksidov temneje obarva. Temneje kot se obarva, večjo absorbanco izmerimo 
in je posledično večja koncentracija peroksidov v vzorcu. Metodo za določanje 
peroksidnega števila smo modificirali po Gay in sod. (1998). 
a.) Priprava reagenta: 
Reagent, ki smo ga uporabili za določanje peroksidov, smo pripravili na naslednji način:  
v 50 mL plastično centrifugirko smo odpipetirali 30,0 mL 250 mM H2SO4 v mQ vodi, nato 
smo v kislini raztopili 21,0 mg železovega (II) sulfata heptahidrata in 22,80 mg barvila 
ksilenol oranžno. Potem smo pripravljeno raztopino dobro premešali na vrtinčniku. 
Delovno raztopino reagenta za določanje peroksidov smo pripravili na naslednji način: v 
50,0 mL centrifugirki smo zmešali reagent z dodanim železovim sulfatom in barvilom z 1-
propanolom v razmerju 1:10 (5,0 mL reagenta in 45,0 mL 1-propanola). 
b.) Priprava vzorcev za določanje peroksidov: 
Posamezne vzorce smo kot je predhodno opisano raztopili v razmerju 1:20 z 1-
propanolom. V 1,5 mL mikrocentrifugirke smo odpipetirali 1225 µL reagenta in dodajali 
po 25 µL posameznega vzorca, ki smo ga predhodno raztopili v 1-propanolu. Na ta način 
smo lahko analizirali vzorce, ki niso bili močno oksidirani. V teh primerih je bila končna 
razredčitev vzorca 1:1000. Vzorce, ki so vsebovali večje koncentracije peroksidov smo še 
dodatno redčili z 1-propanolom, preden smo jih zmešali z 1225 µL delovne raztopine  
reagenta. Za slepi vzorec smo dodali 25 µL 1-propanola in 1225 µL reagenta. Vzorce v 
mikrocentrifugirkah smo dobro premešali na vrtinčniku in jih shranili v temi za 30 minut. 
Po 30 minutah smo pomerili absorbanco vzorcev na UV-Vis spektrofotometru. 
Absorbanco vzorcev smo merili v ozkih (1,5 mL) polistirenskih (PS) kivetah. 
Spektrofotometer smo nastavili na vrednost 0 (autozero) z mQ vodo. Potem smo izmerili 
absorbanco slepega vzorca in vseh ostalih vzorcev pri valovni dolžini 560 nm. Absorbanco 
slepega vzorca smo odšteli od absorbanc ostalih vzorcev. Izračunana vrednost je bila 
osnova za določitev peroksidnega števila olja. 






                                                                                                        ...(6) 
PŠ …….peroksidno število (mmol/kg) 
Avz …….absorbanca vzorca pri 560 nm 
Asvz …….absorbanca slepega vzorca pri 560 nm 
k …….smerni koeficient premice, ki ga odčitamo iz umeritvene krivulje s t-BuOOH 
Rf  …….ustrezna razredčitev  
V           .........volumen v 15 mL centrifugirki 
m           .........masa zatehte vzorca 
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3.3.1.2     Umeritvena krivulja za perokside in priprava standardnih raztopin 
Koncentrirano raztopino terciarnega butil-hidroperoksida (t-BuOOH) smo pripravili na 
naslednji način: 
 
v 15 mL centrifugirko smo odpipetirali 9,90 mL 1-propanola in dodali 100 µL 70 % t-
BuOOH. Potem smo našo raztopino dobro premešali. To je bila raztopina A.  
 
Osnovno delovno raztopino t-BuOOH (200 µM) smo pripravili na naslednji način: v 15 
mL centrifugirko smo odpipetirali 9,91 mL 1-propanola in nato dodali 90 µL raztopine A. 
Potem nastalo raztopino smo dobro premešali. To je bila raztopina B. 
 
V 1,5 mL plastične mikrocentrifugirke smo odpipetirali različne volumne raztopin t-
BuOOH in 1-propanola z namenom, da bi dobili raztopine ustreznih koncentracij t-
BuOOH za umeritveno krivuljo (Preglednica 2). 
 
Po 25 µL raztopin (podatki v preglednici 2) smo zmešali s 1225 µL delovne raztopine 
reagenta. Za referenčno raztopino smo 1225 µL reagenta dodali 25 µL 1-propanola. Vse 
vzorce smo dobro premešali in jih shranili v temi 30 minut, da je nastal obarvan kompleks. 
Po 30-ih minutah smo raztopine prelili v PS kivete in pomerili njihovo absorbanco pri 560 
nm.  
Po 25 µL raztopin (podatki v preglednici 2) smo zmešali s 1225 µL delovne raztopine 
reagenta. Za referenčno raztopino smo 1225 µL reagenta dodali 25 µL 1-propanola. Vse 
vzorce smo dobro premešali in jih shranili v temi 30 minut, da je nastal obarvan kompleks. 
Po 30-ih minutah smo raztopine prelili v PS kivete in pomerili njihovo absorbanco pri 560 
nm. Nato pa smo pomerili absorbance vseh raztopin vključno z referenčno raztopino. 
Vrednosti absorbanc, ki so prikazane na sliki 8, predstavljajo razliko absorbanc med 
vzorci, ki so vsebovali t-BuOOH in referenčno raztopino.  
 
Preglednica 2: Volumni reagentov za umeritveno krivuljo pri določanju peroksidov s ksilenol oranžnim 
Vzorec za umeritveno krivuljo 
Volumen raztopine 200 µM t-
BuOOH (µL) 
Volumen raztopine 1-propanola 
(µL) 
UK1 100 500 
UK2 200 400 
UK3 300 300 
UK4 400 200 
UK5 500 100 
UK6 600 / 
 
Iz izmerjene absorbance in množinske koncentracije t-BuOOH smo narisali umeritveno 
krivuljo, ki je prikazana na sliki 8.  
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Slika 8: Umeritvena krivulja (t-BuOOH) za določanje peroksidnega števila   
3.3.2     Konjugirani dieni in trieni 
Ugotovljeno je bilo, da tvorba konjugiranih dienov v lipidih povzroči povišanje 
absorbcijskih vrhov v UV-območju pri valovni dolžini 230-235 nm. Konjugirani dieni se 
tvorijo zaradi preureditve dvojnih vezi med tvorbo hidroperoksidov v nenasičenih 
maščobnih kislinah. Koncentracijo konjugiranih dienov v naših vzorcih smo merili  pri 234 
nm. 
Detekcija konjugiranih dienov je preprosta, hitra in ne zahteva dodatka nobenih kemijskih 
reagentov, vendar je manj specifična in občutljiva kot metoda za določanje PŠ. Rezultat 
analize lahko motijo nekatere prisotne komponente, ki absorbirajo svetlobo v enakem 
območju, npr. karotenoidi in tokoferoli (Shahidi in Zhong, 2005). 
 
Z nadaljevanjem procesov lipidne oksidacije, začnejo hidroperoksidi razpadati, pri čemer 
se tvorijo sekundarni produkti oksidacije, med drugimi tudi konjugirani trieni, ki močno 
absorbirajo pri valovni dolžini okoli 268-270 nm (Shahidi in Zhong, 2005). Tvorbo 
konjugiranih trienov in s tem povezano tvorbo sekundarnih produktov oksidacije smo 
določali pri 268 nm. 
3.3.2.1     Določanje konjugiranih dienov in trienov - spektrofotometrično določanje 
Po 100 µL posameznih vzorcev oksidiranih olj, ki smo jih raztopili v 1-propanolu, smo 
odpipetirali v 1,5 mL mikrocentrifugirke. V vsako mikrocentrifugirko smo dodali 900 µL 
1-propanola, dobro premešali in zaprli. Če je bila absorbanca previsoka (npr. večja od 1,5), 
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smo vzorec še dodatno redčili z 1-propanolom. Slepi vzorec smo pripravili tako, da smo v 
1,5 mL mikrocentrifugirko odpipetirali 1 mL 1-propanola. Nato smo vsebino posameznih 
mikrocentrifugirk prenesli v kvarčne kivete in pomerili absorpcijski spekter v UV 
območju, ter odčitali absorbance pri 232 nm in 268 nm, ki smo jih uporabili za oceno 
vsebnosti konjugiranih dienov in trienov v posameznem oksidiranem olju. Rezultate smo 
podali kot absorbance nerazredčenih vzorcev, kar pomeni, da smo izmerjene vrednosti 
pomnožili z razredčitvijo od olja do vzorca pomerjenega v kiveti. Instrument smo 
predhodno umerili na vrednost nič z mQ vodo. Nato smo pomerili absorbanco slepe probe 
(samo 1-propanol) in posameznih vzorcev. Da smo dobili absorbanco, ki je posledica 
prisotnosti konjugiranih dvojnih vezi, smo od absorbanc posameznih vzorcev odšteli 
absorbanco slepe probe (samo 1-propanol). Načeloma bi lahko umerili instrument na nič 
tudi z 1-propanolom, toda pri tako nizki valovni dolžini, pri kateri absorbira mnogo 
organskih spojin smo na ta način vedno kontrolirali tudi potencialno prisotnost nečistoč v 
samem topilu.  
3.3.3     Karotenoidi 
Vsebnost karotenoidov smo določali z merjenjem absorbance v vidnem delu spektra. 
Raztopinam oksidiranih olj, ki smo jih po inkubaciji razredčili z 1-propanolom 
(200 mg olja + 3,8 mL 1-propanola) smo absorbanco pomerili v 1,5 mL polistirenskih 
kivetah. Instrument smo predhodno umerili na vrednost nič z 1-propanolom. Iz 
posameznega spektra smo odčitali absorbanco pri 450 nm, kjer je absorpcijski maksimum 
-karotena. 
3.3.4     Tokoferoli  
Za določanje izomer vitamina E smo uporabili tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti 
(HPLC) z reverzno fazo.Aparat smo umerili z eksternimi standardi, za pripravo 
standardnih raztopin tokoferolov (-, - in -tokoferoli) smo uporabili set tokoferolov 
(Tocopherol set 613424, Calbiochem). Umeritvene krivulje smo pripravili v 
koncentracijskih območjih 0,17 do 1,72 ppm za -tokoferol, 0,26 do 2,5 ppm za -
tokoferol in 0,07 do 0,96 ppm za in -tokoferol. Vzorce, ki smo jih pripravili med 
poskusom 2 (1, 0,4 in 0,1 mmol/kg spermina in spermidina) smo injicirali nerazredčene, v 
primeru, da smo presegli linearno območje fluorescenčnega detektorja, smo jih razredčili 
(5-20-krat) in ponovno injicirali. 
 
Kromatografski pogoji: 
Kolona: Prodigy ODS2 (250 x 4.6 mm i.d., 5m; Phenomenex) Predkolona: Prodigy 
ODS2 (Phenomenex) 
HPLC: črpalka: 1260 Infinify quaternary pump (Agilent), avtomatski vzorčevalnik: 1260 
Infinity ALS, opremljen s termostatom 1290 Infinity thermostat (Agilent), grelec za 
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mobilno fazo: 1260 Infinity TCC (Agilent), detektor za merjenje fluorescence: 1260 
Infinity FLD (Agilent) 
Sestava mobilne faze: MeOH, 100 % izokratsko  
Pretok mobilne faze: 1,5 mL/min. 
Temperatura mobilne faze: 30oC 
Volumen injiciranega vzorca (l): 20 
Detektor: Fluorescenca: ex = 280 nm, em = 330 nm 
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4     REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1     TOPNOST SPERMINA IN SPERMIDINA V SONČNIČNEM OLJU IN GLICERIL 
TRIOKTANOATU 
Rezultate ocene topnosti spermina in spermidina v sončničnem olju in gliceril trioktanoatu 
smo prikazali v obliki preglednice. 
Preglednica 3: Topnost spermina in spermidina v sončničnem olju (SO) in gliceril trioktanoatu (GTO) 
Vzorec Avz-Asl pri 420 nm topnost (mmol/kg) 
spermin  v SO 0,110  0,023 0,92  0,19 
spermidin  v SO 0,288  0,002 3,07  0,02 
spermin v GTO 0,844  0,017 7,00  0,14 
spermidin v GTO 0,347  0,002 3,70  0,02 
 
Iz podatkov v preglednici 3 je razvidno, da je topnost spermina in spermidina v GTO 
boljša kot topnost v sončničnem olju. Topnost spermidina v olju je trikrat boljša kot 
topnost spermina, medtem ko se v primerjavi s spermidinom spermin bolje topi v GTO. 
Zavedamo se, da prikazani rezultati najverjetneje ne odražajo celotne topnosti poliaminov 
v lipidnih sistemih, saj nismo delali zaporednih ekstrakcij. Možno je, da bi pri zaporednih 
ekstrakcijah lahko izboljšali izkoristek in tako določili višjo topnost. Ker pa je topnost 
spermina in spermidina v obeh analiziranih lipidnih sistemih najmanj v območju 
1 mmol/kg, je bil osnovni namen dosežen, saj smo tako potrdili, da so amini v 
koncentracijskem območju, v katerem smo izvajali eksperimente (0,1 - 1 mmol/kg) topni. 
Topnost poliaminov v nerafiniranem lanenem olju uporabljenem v nadaljnjih 
eksperimentih, ki zagotovo vsebuje tudi nekaj fosfolipidov (negativen naboj), je 
najverjetneje boljša.  
4.2     OKSIDACIJA LANENEGA OLJA IN MODELNEGA LIPIDNEGA SISTEMA PRI 
60 oC V TEMI  
4.2.1     Poskus 1: oksidacija lanenega olja z dodatkom heksilamina, triheksilamina,  
α-tokoferola, γ-tokoferola, spermina in spermidina v koncentraciji 1 mmol/kg 
V okviru poskusa smo primerjali učinkovitost različnih antioksidantov v vzorcih lanenega 
olja GEA. Vsak vzorec je vseboval eno vrsto antioksidanta: heksilamin, triheksilamin, α-
tokoferol, γ-tokoferol, spermin ali spermidin. Koncentracija vsakega antioksidanta je bila 1 
mmol/kg. Vzorce smo inkubirali do pet dni pri 60 ºC in v ustreznih časovnih intervalih 
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Preglednica 4: Peroksidno število (mmol/kg) v lanenem olju (LO) brez (kontrola) in z dodanimi antioksidanti 
(1 mmol/kg), inkubiranem pri 60 ºC 
                          Vzorec 
Dan                
PŠ (mmol/kg) 
0 1 2 3 5 
Kontrola (LO) 1,8 ± 0,1 4,9 ± 0,2 24,6 ± 6,7 78,4 ± 0,9 271 ± 69 
LO +heksilamin 1,8 ± 0,0 2,3 ± 0,2 9,7 ± 0,7 27,8 ± 13 96,6 ±1,3 
LO + triheksilamin 1,9 ± 0,00 4,3 ± 0,7 9,4 ± 1,9 36,7 ± 3,2 61,4 ± 4,5 
LO + α-tokoferol 2,2 ± 1,7 29,5 ± 0,4 32,5 ± 0,3 262 ± 47 560 ± 135 
LO + γ-tokoferol 1,6 ± 0,2 8,3 ± 0,3 38,6 ± 4,6 282 ±  14 476 ± 102 
LO + spermin 1,6 ± 0,1 2,1 ± 0,3 1,7 ± 0,02 2,1 ± 0,01 5,1 ± 0,2 
LO + spermidin 1,7 ± 0,1 2,1 ± 0,1 3,1 ± 1,74 3,4 ± 0,1 7,3 ± 0,9 
Dan 0: 
Na začetku poskusa je bila izmerjena vsebnost peroksidov pri vseh vzorcih skoraj enaka. 
Razlike med peroksidnim številom vzorcev so bile minimalne, kar pomeni, da dodatek 
antioksidantov ni imel značilnega vpliva na vsebnost peroksidov ob dnevu nič. Največ 
peroksidov sta vsebovala vzorca z dodatkom α-tokoferola.  
Dan 1: 
Pri dnevu ena se je peroksidno število največ povečalo pri obeh neodvisnih paralelkah 
(inkubacija olja v dveh centrifugirkah) z dodatkom α-tokoferola, sledita vzorca z dodanim 
γ-tokoferolom in šele nato kontrolni vzorec. Iz omenjenih podatkov lahko sklepamo, da 
delujeta oba tokoferola ob dodatku 1 mmol/kg prooksidativno, kar se sklada z rezultati 
predhodnih študij, da so tokoferoli pri povišani koncentraciji delujejo prooksidativno (Zuta 
in sod., 2007). Pri vzorcih s dodatkom heksilamina in triheksilamina je bilo peroksidno 
število nižje kot pri kontrolnih vzorcih, kar pomeni, da sta oba monoamina imela opazen 
antioksidativni učinek. Največji antioksidativni učinek sta imela oba poliamina, predvsem 
spermin. Vsebnost peroksidov v vzorcu olja z dodatkom spermina je bila 2,5-krat manjša 
kot v kontrolnem vzorcu in kar 14 krat manjša kot v olju z dodanim α-tokoferolom.  
Dan 2: 
Ob dnevu dva se je peroksidno število pri kontrolnem vzorcu povečalo za petkrat v 
primerjavi z dnevom ena. Tako heksilamin kot triheksilamin sta še vedno delovala 
antioksidativno, saj je bila vsebnost peroksidov 2,5-krat manjša kot v kontrolnem vzorcu. 
Tudi po dnevu dva sta oba tokoferola delovala prooksidativno, saj je bila vsebnost 
peroksidov večja kot v kontrolnem vzorcu. Opazna pa je razlika v prooksidativnem učinku 
dodanega α- in γ-tokoferola, saj je bil v nasprotju z dnevom ena močnejši prooksidativen 
učinek opažen pri γ-tokoferolu. Podobno kot pri dnevu ena sta imela oba poliamina tudi po 
dveh dneh inkubacije najmočnejši antioksidativni učinek. Vsebnost peroksidov v vzorcu z 
dodanim sperminom se je celo zmanjšala kar lahko pripišemo učinkoviti inhibiciji tvorbe 
novih peroksidov in razpadu že obstoječih peroksidov. Vsebnost peroksidov v olju z 
dodanim sperminom je bila 14-krat manjša kot v kontrolnem vzorcu. 
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Dan 3: 
Po treh dneh inkubacije smo za večino vzorcev z izjemo spermina in spermidina ugotovili 
izrazito povečanje vsebnosti peroksidov. Tako heksilamin kot triheksilamin sta še vedno 
učinkovala kot antioksidanta, saj je bilo peroksidno število za faktor 2-3 manjše kot v 
kontrolnem vzorcu. Močno se je povečalo peroksidno število pri vzorcih z dodatkom α-
tokoferola in γ-tokoferola, saj je bila vsebnost peroksidov za več kot trikrat večja kot v 
kontrolnem vzorcu. Dodatek spermina in spermidina je močno zavrl peroksidacijo lipidov 
v vzorcih. Tako kot pri krajših časih inkubacije je bil tudi po treh dneh spermin 
učinkovitejši antioksidant. V vzorcu olja z dodanim sperminom smo določili 38-krat manj 
peroksidov kot v kontrolnem vzorcu in kar 136-krat manj kot v vzorcu z dodanim γ-
tokoferolom. 
Dan 5: 
Po petih dneh inkubacije smo v kontrolnih vzorcih zaznali še večje vsebnosti peroksidov 
kot po dnevu tri. V manjšem deležu kot v kontrolnem vzorcu se je peroksidno število 
povečalo tudi pri vzorcih z dodanim heksilaminom in triheksilaminom. Boljši 
antioksidativni učinek je bil opažen pri triheksilaminu. Največjo koncentracijo peroksidov 
smo določili pri vzorcih z dodatki α-tokoferola in γ-tokoferola. Največji antioksidativni 
učinek pa je bil opažen pri sperminu in le nekaj slabši učinek pri spermidinu. V vzorcu z 
dodanim sperminom smo določili 53-krat manj peroksidov kot v kontrolnem vzorcu in 
približno za stokrat manj peroksidov kot v vzorcih z dodanima tokoferoloma. 
 
Na grafu, ki je prikazan na sliki 9 smo podali rezultate poskusa 1. Antioksidativen oziroma 
prooksidativen učinek dodanih spojin, ki je prikazan na osi y smo opredelili s kvocientom 
peroksidnega števila določenega na posamezen dan za kontrolni vzorec (PVk) in vzorec z 
ustreznim dodatkom (PVdodatek). Za boljšo preglednost podatkov smo y skalo prikazali v 
logaritemski obliki. 
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Slika 9: Relativna vsebnost peroksidov v lanenem olju z dodatkom heksilamina (HA), triheksilamina (THA), 
α-tokoferola (α-T), γ-tokoferola (γ-T), spermina (SP) in spermidina (SD) v koncentraciji 1 mmol/kg po 
inkubaciji pri 60 ºC  
 
Iz rezultatov, ki so prikazani v preglednici 4 in na sliki 9 smo ugotovili, da vsi uporabljeni 
amini delujejo kot antioksidanti pri pospešenem staranju lanenega olja v temi. Spermin in 
spermidin sta najbolj učinkovito zavirala nastajanje peroksidov. Spermin je imel boljši 
antioksidativni učinek kot spermidin. V predhodnih raziskavah so že analizirali 
antioksidativno učinkovitost aminov (Toro-Funes in sod., 2012). Sklepali so, da je ravno 
aminska skupina ključna za antioksidativno delovanje, saj ta lahko deluje kot lovilec 
prostih radikalov in kot kelator kovinskih ionov. Tokoferoli so imeli prooksidativni učinek 
med poskusom. 
4.2.2     Poskus 2: oksidacija lanenega olja z dodatkom spermina in spermidina v  
koncentracijah 1, 0,4 in 0,1 mmol/kg  
4.2.2.1     Vsebnost peroksidov v vzorcih lanenega olja z dodatkom različnih  koncentracij 
spermina in spermidina (1, 0,4 in 0,1 mmol/kg) 
Pri poskusu dva smo primerjali učinkovitost različnih koncentracij spermina in spermidina 
pri zaviranju nastajajnja peroksidov v vzorcih lanenega olja GEA. Vzorce lanenega olja z 
dodatkom različnih količin obeh aminov smo inkubirali do 5 dni pri 60 ºC v temi. Želeli 
smo ugotoviti, kakšna je relacija med koncentracijo spermina in spermidina in njuno 
antioksidativno učinkovitostjo. Rezultati poskusa so prikazani v obliki preglednice 5 in 
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0 1 2 3 5 







1 mmol/kg 2,6 ± 0,0 3,3 ± 0,1 3,2 ±  0,4 3,7 ± 0,0 5,1 ± 0,3 
0,4 mmol/kg 2,2 ± 0,1 3,5 ± 0,0 8,2 ± 0,9 6,6 ± 0,8 22,9 ± 0,2 







 1 mmol/kg 3,1 ± 0,2 3,0 ± 0,0 3,5 ± 0,6 7,1 ± 0,3 14,2 ± 5,0 
0,4 mmol/kg 2,5 ± 0,0 3,9 ± 0,3 8,2 ± 1,2 22,8 ± 0,4 75,6 ± 9,7 
0,1 mmol/kg 2,5 ± 0,2 4,7 ± 0,8 24,1 ± 3,0 35,7 ± 8,8 239± 10 
Dan 0: 
Tako kot pri poskusu z različnimi amini in tokoferoli, smo tudi za spermin in spermidin, ki 
smo ju dodali v olja v različnih koncentracijah, ugotovili, da se vrednosti ob dnevu nič 
malo razlikujejo, a pri tem ni mogoče razbrati trenda koncentracijske odvisnosti. V 
splošnem lahko ugotovimo, da so vrednosti peroksidnega števila večje kot pri prvem 
poskusu. To lahko pripišemo oksidaciji lanenega olja, ki smo ga po prvem poskusu shranili 
v hladilniku pri 4 oC.   
Dan 1: 
Ob dnevu ena se je peroksidno število izrazito povečalo pri kontrolnem vzorcu. Peroksidno 
število pri kontrolnem vzorcu je tudi precej večje kot pri eksperimentu prikazanem na sliki 
4, kar je najverjetneje posledica različne začetne stopnje oksidacije lanenega olja. Tako 
spermin kot spermidin sta pri vseh koncentracijah delovala antioksidativno. 
Antioksidativni učinek je bil sorazmeren s koncentracijo, saj smo za oba poliamina določili 
najmanjšo vsebnost pri koncentraciji 1 mmol/kg in največjo pri najmanjšem dodatku 
0,1  mmol/kg.   
Dan 2: 
Tudi po dveh dneh inkubacije smo največjo vsebnost peroksidov določili v kontrolnem 
vzorcu, najmanjšo pa pri maksimalni koncentraciji obeh poliaminov, kjer je bila vsebnost 
peroksidov 10-krat manjša kot pri kontrolnem vzorcu. Primerjava s prvim dnevom 
inkubacije pa razkrije, da se je antioksidativna učinkovitost spermina in spermidina pri 
najnižji koncentraciji zmanjšala. Po enem dnevu je bila vsebnost peroksidov za vzorce z 
dodanim sperminom in spermidinom v primerjavi s kontrolo za 3-krat, oziroma 3,2-krat 
manjša. Po dveh dneh inkubacije pa le še za 1,9-krat, oziroma 1,6 krat manjša. Pri višji 
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koncentraciji poliaminov je bil učinek obraten, kar pomeni, da je bila antioksidativna 
učinkovitost po dveh dneh boljša. Takšne rezultate lahko razložimo z manjšanjem učinka 
poliaminov zaradi procesov oksidacije, kjer se ta učinek najhitreje opazi pri nižjih 
koncentracijah poliaminov. 
Dan 3: 
Po dnevu tri pri kontrolnih vzorcih je bila vsebnost peroksidov 4-krat večja v primerjavi z 
vsebnostjo peroksidov po dnevu dva. Zelo se je povečalo peroksidno število pri vzorcih, ki 
so vsebovali spermidin v koncentraciji 0,1 mmol/kg. Pri ostalih vzorcih se peroksidno 
število povečalo v manjši stopnji. 
Dan 5: 
Ob dnevu pet se je peroksidno število v kontrolnih vzorcih še bolj povečalo. Vzorci, ki so 
vsebovali spermin, so imeli manjše peroksidno število kot vzorci, ki so vsebovali 
spermidin v istih koncentracijah. To pomeni, da ima spermin večji antioksidativni 
potencial kot spermidin. 
 
Na grafu (slika 10) so prikazani rezultati poskusa 2. Antioksidativen učinek dodanih 
aminov, ki je prikazan na osi y smo opredelili s kvocientom peroksidnega števila 
določenega na posamezen dan za kontrolni vzorec (PVk) in vzorec z ustreznim dodatkom 
(PVdodatek). Za boljšo preglednost podatkov smo skalo y prikazali v logaritemski obliki. 
 
 
Slika 10: Relativna vsebnost peroksidov v lanenem olju inkubiranem pri 60 ºC v prisotnosti različnih 
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Iz preglednice 5 in grafa, ki je prikazan na sliki 10 je razvidno, da ima pri enakih molarnih 
koncentracijah spermin večji inhibicijski učinek na potek oksidacije kot spermidin, saj 
peroksidno število med celotnim poskusom pri vzrocih z dodatkom spermidina je raslo bolj 
intenzivno, kot pri vzorcih z dodatkom spermina. Tudi je razvidno, da s padajočo 
koncentracijo dodatkov teh aminov pada njihova antioksidativna učinkovitost. Sklepamo, 
da pri nižjih koncentracijah spermina in spermidina, njun antioksidativni učinek hitreje 
zmanjša, zaradi česar pri vzorcih z nižjo koncentracijo spermina in spermidina po 
določenem času (v našem primeru po dnevu tri) koncentracija primarnih in sekundarnih 
produktov oksidacije začne rasti z bistveno večjo hitrostjo kot pri vzorcih z višjo 
koncentracijo teh aminov. Ta pojav je veliko bolj opazen pri spermidinu kot pri sperminu, 
kar pomeni da pri nižjih koncentracijah učinek spermidina hitreje popusti. Pri višjih 
koncentracijah je manjša razlika med učinkovitostjo spermina in spermidina kot pri nižjih 
koncentracijah. Med poskusom pri nobenem vzorcu ni bil zaznan prooksidativni učinek v 
primerjavi s kontrolo. 
4.2.2.2     Vsebnost karotenoidov v vzorcih lanenega olja z dodatkom različnih 
koncentracij spermina in spermidina (1, 0,4 in 0,1 mmol/kg) 
Karotenoidi so velika skupina organskih pigmentov, ki jih najdemo tudi v rastlinskih oljih. 
Prisotnost β-karotena v oljih je zelo pomembna, saj deluje kot antioksidant. Je učinkovit 
lovilec prostih radikalov. Zaradi svoje sestave (nenasičene molekule) so karotenoidi 
podvrženi procesom oksidacije. Pretvorbe karotenoidov v olju so v veliki meri povezane s 
procesi oksidacije. Ker imajo karotenodi veliko število konjugiranih dvojnih vezi, pri 
razgradnih produktih pa se ta sistem prekine, lahko njihovo koncentracijo ocenimo z 
merjenjem absorbance v območju od 400-500 nm, saj nastali produkti ne absorbirajo več v 
vidnem delu spektra.  
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Slika 11: Vsebnost karotenoidov v lanenem olju, inkubiranem pri 60 ºC v prisotnosti različnih koncentracij 
spermina (SM) in spermidina (SD) 
 
Iz grafa, ki je prikazan na sliki 11, je razvidno, da se je absorbanca pri 450 nm in s tem 
koncentracija karotenoidov pri vseh vzorcih olja s časom inkubacije zmanjšala. Metoda, ki 
smo jo uporabili za določevanje koncentracije karotenoidov (merjenje absorbance 
razredčenih vzorcev olj), je semikvantitativna in predstavlja le oceno vrednosti. 
Nenazadnje je to razvidno tudi pri velikem sipanju rezultatov za dan 0, kjer karotenodi še 
niso bili oksidirani in med posameznimi vzorci ne bi smelo biti velikih razlik. Kljub temu 
pa lahko z veliko verjetnostjo trdimo, da je po inkubaciji najnižjo koncentracijo 
karotenoidov imel kontrolni vzorec, saj smo po vseh časih inkubacije za ta vzorec določili 
najmanjšo absorbanco. Primerjava vzorcev z dodanim sperminom ali spermidinom 
razkrije, da je absorbanca največja v vzorcih z največjim dodatkom poliaminov. 
Primerjava s srednjim dodatkom (0,4 mmol/kg) razkrije, da je pri tej koncentraciji spermin 
precej bolj učinkovit kot spermidin, kar se sklada tudi z rezultati za vsebnost peroksidov 
(slika 10 in preglednica 5). Med sperminom in spermidinom pri dodatku 0,1 mmol/kg ni 
večjih razlik, saj je vsebnost karotenoidov po petih dneh primerljiva s kontrolo. Pretvorbe 
karotenoidov smo lahko zaznali tudi s sprostim očesom, saj pri najnižjih dodanih količinah 
spermina in spermidina po petih dneh inkubacije nismo več zaznali značilne rumene barve 
lanenega olja. 
4.2.2.3     Vsebnost konjugiranih dienov in konjugiranih trienov v vzorcih lanenega olja z 
dodatkom  različnih koncentracij spermina in spermidina (1, 0,4 in 0,1 mmol/kg)  
Zelo pomemben pokazatelj poteka oksidacije olj je tudi tvorba konjugiranih dienov in 
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Vsebnost konjugiranih dienov, primarnih produktov oksidacije, določamo z merjenjem 
absorbance pri 232 nm in trienov, sekundarnih produktov oksidacije, z merjenjem 
absorbance pri 268 nm (Marmesat in sod., 2009). 
  
Slika 12: Vsebnost konjugiranih dienov v lanenem olju inkubiranem pri 60 ºC v prisotnosti različnih 
koncentracij spermina (SM) in spermidina (SD) 
 
Rezultati merjenja konjugiranih dienov pri 232 nm, ki so prikazani na sliki 12 v veliki meri 
korelirajo z določenimi peroksidnimi števili za olja z različnimi koncentracijami obeh 
poliaminov. Za kontrolni vzorec smo določili največje vrednosti absorbance pri vseh časih 
inkubacije, kar se sklada z največjo vsebnostjo peroksidov, ki smo jo določili z oksidacijo 
Fe2+ v Fe3+. Tudi s to metodo smo ugotovili, da je spermin učinkovitejši antioksidant kot 
spermidin, saj smo za dodatke spermidina pri primerljivih koncentracijah izmerili večje 
absorbance. Absorbanca pri 232 nm za dodatka spermina v koncentraciji 0,4 mmol/kg in 
spermidina v koncentraciji 1 mmol/kg se le malo razlikuje od absorbance ob času nič, kar 
kaže na majhen obseg oksidacije v teh vzorcih. Kljub splošno prepoznavnemu trendu pa se 
določeni rezultati ne skladajo z meritvami peroksidnega števila. Tako smo npr. pri dodatku 
spermidina v koncentraciji 1 mmol/kg izmerili večjo absorbanco kot pri dodatku 
0,4 mmol/kg. Takšen rezultat lahko pripišemo temu, da pri merjenju absorbance nismo 
imeli večjega števila paralelk, hkrati pa je tudi možno, da so v prisotnosti aminov poleg 
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Slika 13: Vsebnost konjugiranih trienov v lanenem olju inkubiranem pri 60 ºC v prisotnosti različnih 
koncentracij spermina (SM) in spermidina (SD) 
 
Iz grafa, ki je prikazan na sliki 13, smo dobili komplementarne infomacije, saj smo z 
merjenjem absorbance pri 268 nm ovrednotili sekundarne produkte oksidacije. Ker so tudi 
tu razvidni enaki trendi kot pri merjenju peroksidnega števila, oziroma primarnih 
produktov oksidacije, je to še dodatna potrditev, da imata oba poliamina antioksidativno 
učinkovitost. Načeloma bi lahko amini tudi inducirali razpad peroksidov v sekundarne 
produkte in bi tudi zaradi tega zaznali majhno vsebnost peroksidov. Ker pa dodatek 
poliaminov, zavira tudi tvorbo sekundarnih produktov oksidacije, lahko nedvomno trdimo, 
da so le ti učinkoviti antioksidanti. 
 
Na primeru spermina je lepo viden tudi vpliv koncentracije, saj se največ sekundarnih 
produktov oksidacije tvori v prisotnosti spermina v koncentraciji 0,1 mmol/kg in najmanj v 
prisotnosti spermina v koncentraciji 1 mmol/kg. Spermidin je tudi na osnovi meritev 
sekundarnih produktov oksidacije manj učinkovit in smo pri najnižji koncentraciji zaznali 
celo večjo vsebnost sekundarnih produktov oksidacije kot v kontronem vzorcu. Enako kot 
za meritve absorbance pri 232 nm tudi za meritve opravljene pri 268 nm velja, da nismo 
imeli paralelnih meritev ter, da pri dani valovni dolžini lahko absorbirajo tudi nekatere 
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4.2.2.4     Vsebnost tokoferolov v vzorcih lanenega olja z dodatkom različnih koncentracij 
(1, 0,4 in 0,1 mmol/kg) spermina in spermidina  
Tokoferoli so zelo pomembni naravno prisotni antioksidanti v rastlinskih oljih. So 
učinkoviti lovilci prostih radikalov. Po prenosu vodikovega atoma iz tokoferola na lipidni 
radikal se tvori tokoferilni radikal, iz katerega sčasoma nastanejo razgradni produkti 
tokoferola. Povečan obseg oksidacije in večja koncentracija radikalov tako rezultira tudi v 
zmanjševanju koncentracije tokoferolov med inkubacijo. Z merjenjem koncentracije 
tokoferolov smo želeli ugotoviti, kako učinkovito biogeni amini zaščitijo tokoferole pred 
oksidacijskimi procesi. Lanenemu olju z dodatkom spermina in spermidina smo izmerili 
skupno koncentracijo tokoferolov (rezultati so podani kot vsota izomer -, - in -
tokoferolov) s pomočjo HPLC kromatografije. 
 
Slika 14: Vsebnost tokoferolov v lanenem olju inkubiranem pri 60 ºC v prisotnosti različnih koncentracij 
spermina (SM) in spermidina (SD) 
 
Iz grafa, ki je prikazan na sliki 14 je razvidno, da se je med celotnim poskusom najbolj 
zmanjšala koncentracija tokoferolov v kontrolnem vzorcu in vzorcu, ki je vseboval 
0,1 mmol/kg spermidina. To se sklada tudi z vsemi ostalimi meritvami povezanimi s 
tvorbo primarnih in sekundarnih produktov oksidacije ter razgradnje karotenoidov. 
Spermin pri koncentraciji 0,1 mmol/kg je nekaj učinkoviteje zavrl oksidacijo tokoferolov 
od spermidina pri enaki koncentraciji. Oba poliamina sta bila bolj učinkovita pri 
koncentarciji 0,4 mmol/kg, vendar je tudi tu učinek spermina, predvem po dnevu pet, 
boljši. Pri največji analizirani koncentraciji poliaminov se je po petih dneh oksidiralo le 
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zavirata ne samo peroksidacijo lipidov, ampak tudi oksidacijo tokoferolov ter tako 
prispevata k stabilizaciji vitamina E v olju.  
4.2.3     Poskus 3: oksidacija metil linolenata v modelnih lipidnih sistemih z dodanim 
sperminom, spermidinom, α/γ-tokoferolom in kombinacijami poliaminov ter 
tokoferolov v koncentraciji 1 mmol/kg 
S predhodnimi poskusi smo ugotovili, da sta spermin in spermidin učinkovita 
antioksidanta, če ju dodamo v laneno olje. Ker pa laneno olje že vsebuje tokoferole, smo 
želeli preveriti, ali lahko poliamini upočasnijo oksidacijo tudi v odsotnosti tokoferolov in 
če obstaja sinergističen učinek med antioksidanti. V ta namen smo modelnemu lipidnemu 
sistemu iz gliceril trioktanoata in metil linolenata dodali spermin, spermidin, α-tokoferol, 
γ-tokoferol ter mešanice spermin/α-tokoferol, spermin/γ-tokoferol, spermidin/α-tokoferol 
in spermidin/γ-tokoferol v takšnem razmerju, da bi bila končna koncentracija teh dodatkov 
1 mmol/kg. Kot kontrolo smo uporabili modelni lipidni sistem brez dodatkov 
antioksidantov. Po ustreznih časih inkubacije pri 60 oC smo določali vsebnost peroksidov. 
Rezultati poskusa so prikazani v obliki preglednice 6 in grafa na sliki 16. 
 
Preglednica 6: Vsebnost peroksidov (mmol/kg) v modelnih lipidnih sistemih z dodatki spermina (SP), 
spermidina (SD), α-tokoferola (α-T), γ-tokoferola (γ-T) ter mešanic spermin/α-tokoferol (SP+α-T), 
spermin/γ-tokoferol (SP+γ-T), spermidin/α-tokoferol (SD+α-T) in spermidin/γ-tokoferol (SD+γ-T)  
inkubiranih pri 60 ºC 
                 Dan 
Vzorec        
PŠ (mmol/kg) 
0 1 2 3 5 
Kontrola 3,7 ± 0,1 7,3 ± 1 20,3 ± 2,4 52,9 ± 7,4 303 ± 99 
SM 2,9 ± 0,2 1,9 ± 0,1 1,9 ± 0,1 1,8 ± 0,0 2,7 ± 0,1 
SD 3,1 ± 0,0 1,9 ± 0,1 2,1 ± 0,3 2,1 ± 0,1 3,8 ± 0,7 
α-T 3,7 ± 0,4 6,8 ± 0,3 8,6 ± 1 218± 5 369 ± 22 
γ-T 3,4 ± 0,0 5,4 ± 0,1 5,3 ± 0,4 152 ± 6 241± 25 
SM+α-T 2,7 ± 0,7 1,8 ± 0,0 2,1 ± 0,1 1,8 ± 0,1 3,1 ± 0,5 
SM+γ-T 1,5 ± 1 1,7 ± 0,0 2,6 ± 0,6 1,9 ± 0,2 2,7 ± 0,1 
SD+α-T 2,5 ± 0,2 2,2 ± 0,1 2,2 ± 0,1 2,3 ± 0,5 4,7 ± 1 
SD+γ-T 2,6 ± 0,0 2,2 ± 0,5 2,4 ± 0,3 1,1 ± 1 3,1 ± 0,1 
Dan 0: 
Primerjava rezultatov razkrije, da smo že ob dnevu nič ugotovili relativno velike razlike v 
vsebnosti peroksidov, čeprav so načeloma vsi vzorci vsebovali enak delež metil linolenata, 
ki je bil najverjetneje delno že peroksidiran. Do odstopanja je lahko prišlo zaradi 
sistematične napake, med postopkom priprave vzorca in v določeni meri tudi zaradi napake 
pri sami meritvi, saj smo za vzorec z najmanjšo vsebnostjo peroksidov določili tudi 
največjo standardno deviacijo. Ker smo manjše vsebnosti določili v vzorcih z dodanimi 
poliamini, je možno, da so se vzorci brez dodanih poliaminov delno peroksidirali že pred 
meritvijo. 
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Dan 1: 
Ob dnevu ena se je peroksidno število izrazito povečalo pri kontrolnih vzorcih, kjer nismo 
dodali antioksidantov. Oba tokoferola sta do določene mere zavrla oksidacijo, medtem ko 
se je v vseh primerih z dodanimi poliamini vsebnost peroksidov v primerjavi s stanjem 
pred inkubacijo celo zmanjšala. Zmanjšanje vsebnosti peroksidov lahko pripišemo temu, 
da so že obstoječi peroksidi razpadli, medtem ko je bila hitrost nastajanja novih 
počasnejša. 
Dan 2: 
Tudi po dveh dneh inkubacije nismo zaznali spremembe v trendu. Vsebnost peroksidov v 
kontrolnem vzorcu je presegla 20 mmol/kg, medtem ko smo v vzorcih z dodanimi 
poliamini določili manj kot 3 mmol/kg. Tudi oba tokoferola sta relativno dobro zavrla 
oksidacijo, pri čemer je antioksidativni učinek γ-tokoferola boljši od α-tokoferola.  
Dan 3: 
Po treh dneh inkubacije je prišlo do velike spremembe vsebnosti peroksidov v vzorcih, 
katerim smo dodali samo tokoferola, saj se je vsebnost peroksidov povečala za več kot 20-
krat in je za nekajkrat presegla vsebnost v kontrolnem vzorcu, kar pomeni, da smo 
ugotovili prooksidativni učinek. V vseh vzorcih z dodanima poliaminoma smo tudi po treh 
dneh določili manj peroksidov kot v kontrolnem vzorcu ob začetku inkubacije. 
Dan 5: 
Po petih dneh inkubacije so ugotovitve podobne kot po treh dneh inkubacije. Vsebnost 
peroksidov v kontrolnem vzorcu in obeh vzorcih z dodanima tokoferoloma se je še 
dodatno povečala. Povečanje je bilo največje pri kontrolnem vzorcu, manjši porast pri obeh 
začetnih dodatkih tokoferola bi lahko pripisali tudi porabi metil linolenata, saj le ta pri 10 
% masnem deležu predstavlja približno koncentracijo 340 mmol/kg. Pri vseh vzorcih z 
dodanimi poliamini smo zaznali povečan obseg peroksidacije v primerjavi z dnevom tri, a 
so bile vsebnosti še vedno na ravni kontrolnega vzorca pred začetkom inkubacije. 
  
Na grafu, ki je prikazan na sliki 15 smo prikazali rezultate poskusa 3. Antioksidativen 
učinek dodanih spojin, ki je prikazan na osi y smo opredelili s kvocientom peroksidnega 
števila določenega na posamezen dan za kontrolni vzorec (PVk) in vzorec z ustreznim 
dodatkom (PVdodatek). Za boljšo preglednost podatkov smo y skalo prikazali v logaritemski 
obliki. 
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Slika 15: Relativna vsebnost peroksidov v modelnih lipidnih sistemih z dodatki spermina (SP), spermidina 
(SD), α-tokoferola (α-T), γ-tokoferola (γ-T) ter mešanic spermin/α-tokoferol (SP+α-T), spermin/γ-tokoferol 
(SP+γ-T), spermidin/α-tokoferol (SD+α-T) in spermidin/γ-tokoferol (SD+γ-T) inkubiranih pri 60 ºC 
 
Primerjava posameznih aminov (preglednica 6 in graf na sliki 15) razkrije, da je spermin 
učinkovitejši antioksidant od spermidina, tako v prisotnosti kot odsotnosti tokoferolov. 
Zaradi majhnega obsega peroksidacije ni mogoče sklepati na sinergističen ali 
antagonističen učinek tokoferolov na antioksidativen učinek poliaminov. Za ugotavljanje 
takšnih povezav bi najverjetneje morali izbrati nižje koncentracije antioksidantov, ali 
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5     SKLEPI 
 Primarni amin heksilamin in terciarni amin triheksilamin v koncentraciji 1 mmol/kg 
upočasnjujeta tvorbo peroksidov v lanenem olju, ki ga inkubiramo v temi pri 60 oC.  
 
 Dodatek α-tokoferola ali γ-tokoferola v koncentraciji 1 mmol/kg lanenega olja, ki 
že naravno vsebuje približno 1 mmol/kg γ-tokoferola, deluje prooksidativno, saj se 
vsebnost peroksidov med inkubacijo na temi pri 60 oC povečuje hitreje kot v 
kontrolnem lanenem olju. Tokoferoli, dodani v modelni lipidni sistem, ki vsebuje 
metil linolenat, učinkujejo antioksidativno v prvih dveh dneh inkubacije.  
 
 Poliamina spermin in spermidin sta pri enaki molarni koncentraciji precej bolj 
učinkovita antioksidanta v lanenem olju kot heksilamin ali triheksilamin. Spermin, 
ki vsebuje dve primarni in dve sekundarni aminski skupini, je učinkovitejši od 
spermidina, ki vsebuje dve primarni in eno sekundarno aminsko skupino. 
 
 Antioksidativna učinkovitost spermina in spermidina v lanenem olju se povečuje s 
koncentracijo v območju od 0,1 do 1 mmol/kg, saj se pri višjih koncentracijah med 
inkubacijo pri 60 oC v temi tvori manj peroksidov.  
 
 Poliamina zavirata tako tvorbo primarnih kot sekundarnih produktov oksidacije, kar 
smo potrdili z merjenjem absorbance pri 232 in 268 nm raztopin vzorcev lanenega 
olja, ki smo jih inkubirali v temi pri 60 oC. 
 
 Poliamina zavirata oksidacijo karotenoidov v lanenem olju, kar smo potrdili z 
merjenjem absorbance pri 450 nm vzorcev lanenega olja, ki smo jih inkubirali v 
temi pri 60 oC. 
 
 Poliamina zavirata oksidacijo tokoferolov v lanenem olju, kar smo potrdili s 
kromatograsko analizo na HPLC sistemu vzorcev lanenega olja, ki smo jih 
inkubirali v temi pri 60 oC. 
 
 Poliamina sta učinkovita antioksidanta in zmanjšata tvorbo peroksidov v modelnih 
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6     POVZETEK 
Osnovni namen magistrske naloge je bil določiti antioksidativno učinkovitost biogenih 
aminov spermina in spermidina in ugotoviti, kako učinkovito preprečujeta tvorbo 
primarnih in sekundarnih  produktov oksidacije v rastlinskem olju in modelnem lipidnem 
sistemu v primerjavi z drugimi antioksidanti - tokoferoli, heksilaminom in 
triheksilaminom. Zanimala nas je tudi koncentracijska odvisnost antioksidativne 
učinkovitosti uporabljenih biogenih poliaminov. Razen tega smo tudi želeli ugotoviti, 
kakšnen je sinergistični učinek v kombinaciji z α-tokoferolom in γ-tokoferolom, ki sta 
najpomemnejša, naravno prisotna antioksidanta v rastlinskih oljih. 
 
Na začetku naloge smo imeli tri hipoteze: 
- biogeni amini bodo upočasnili procese oksidacije nenasičenih maščobnih kislin v 
rastlinskem olju in modelnem lipidnem sistemu, 
- učinkovitost biogenih aminov je koncentracijsko odvisna, 
- biogeni amini bodo delovali sinergistično v kombinaciji s tokoferoli pri zaviranju 
oksidacije. 
 
Ker sta spermin in spermidin relativno polarni molekuli, smo pred poskusom določili še 
njuno topnost v sončničnem olju in gliceril trioktanoatu. Ugotovili smo, da je topnost obeh 
biogenih poliaminov slabša v sončničnem olju kot v gliceril trioktanoatu. Topnost v olju je 
bila v območju najmanj 1 mmol/kg, zato smo jih v olja dodajali v takšni ali manjši 
koncentraciji.  
 
V eksperimentalnem delu naše magistrske naloge smo spremljali potek oksidacije v 
lanenem olju in modelnem lipidnem sistemu, sestavljenem iz gliceril trioktanoata in metil 
linolenata. 
  
V prvem poskusu smo lanenemu olju dodajali heksilamin in triheksilamin α- in γ-tokoferol 
ter biogena poliamina spermin in spermidin, vse v koncentraciji 1 mmol/kg. Ugotovili 
smo, da sta spermin in spermidin odlična antioksidanta, saj sta zavrla tvorbo peroksidov 
med inkubacijo na temi pri 60 oC, pri čemer je bil spermin, ki ima večje število aminskih 
skupin v molekuli, učinkovitejši. Primarni amin heksilamin in terciarni amin triheksilamin 
sta bila precej manj učinkovita antioksidanta kot oba poliamina, vendar sta kljub temu do 
določene stopnje zavrla tvorbo peroksidov. V nasprotju z amini, pa sta tako α-tokoferol kot 
γ-tokoferol pospešila oksidacijo in delovala prooksidativno.  
 
Pri drugem poskusu smo določali koncentracijsko odvisnost antioksidativne učinkovitosti 
spermina in spermidina. V laneno olje smo dodajali spermin in spermidin v koncentracijah 
0,1, 0,4 in 1 mmol/kg. Pri tem poskusu smo v lanenem olju poleg primarnih produktov 
oksidacije spremljali tudi razgradnjo karotenoidov, tvorbo konjugiranih dienov in trienov 
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ter stabilnost tokoferolov. Ugotovili smo, da oba poliamina delujeta antioksidativno pri 
vseh analiziranih koncentracijah, pri čemer je učinkovitost boljša pri višjih koncentracijah. 
Dodatek poliaminov rezultira v manjši tvorbi peroksidov in sekundarnih produktov 
oksidacije, kakor tudi v večji stabilnosti karotenoidov in tokoferolov. 
 
Pri tretjem poskusu smo v modelni lipidni sistem, sestavljen iz gliceril trioktanoata in metil 
linolenata dodajali α-tokoferol, γ-tokoferol, spermin, spermidin in kombinacije spermin/α-
tokoferol, spermin/γ-tokoferol, spermidin/α-tokoferol in spermidin/γ-tokoferol in 
spremljali tvorbo lipidnih peroksidov. Vzorce pri vseh treh poskusih smo inkubirali v temi 
pri 60 ºC, v časovnem obdobju 5 dni. V ustreznih časovnih intervalih smo vzorcem 
določali primarne produkte peroksidacije. Ugotovili smo, da v začetnih dneh inkubacije 
dodatki tokoferolov delujejo antioksidativno, medtem ko smo izraziti antioksidativni 
učinek spermina in spermidina ugotovili tako v odsotnosti kot prisotnosti tokoferolov vse 
dni inkubacije. Na osnovi rezulatov nismo mogli sklepati na potencialne sinergistične 
učinke, saj zaradi dodanih poliaminov oksidacija ni potekala tako v prisotnosti kot 
odsotnosti tokoferolov. Na ta način nismo potrdili tretje hipoteze. 
 
Biogene amine v živilih v veliki meri povezujemo z negativnimi lastnostmi le teh, saj je 
povečana vsebnost aminov pogostokrat znak mikrobnega kvara živil, hkarti pa v tem 
procesu nastajajo tudi molekule kot je histamin, ki v pretirani meri inducira delovanje 
imunskega sistema, kar lahko vodi do psevdoalergijskih reakcij. V zadnjem času pa je 
opravljenih več raziskav, v katerih so pokazali, da imajo nekateri biogeni amini, predvsem 
poliamina spermin in spermidin lahko tudi pozitivne učinke na zdravje. 
 
Za poliamine kot sta spermin in spermidin so ugotovili, da imata in vivo antioksidativni 
učinek. Manj pa je znanega o antioksidativnem učinku in vitro, predvsem v povezavi z 
oksidacijo čistih lipidnih sistemov. Nekateri raziskovalci trdijo, da učinkujeta spermin in 
spermidin kot lovilca hidroksilnih radikalov v lipidnih sistemih in tvorita komplekse z 
redoks aktivnimi železovimi in bakrovimi ioni ter na tak način zmanjšujeta prooksidacijske 
učinke kovin (Toro-Funes in sod., 2012; Ha in sod., 1998). Prvo hipotezo smo potrdili z 
vsemi metodami, ki smo jih uporabili v naši nalogi. Kot antioksidanta smo uporabili 
spermin in spermidin. Za boljše razumevanje učinkovitosti delovanja teh aminov smo 
primerjali njihov učinek z učinkom drugih antioksidantov kot so heksilamin, triheksilamin, 
α-tokoferol in γ-tokoferol. Rezultati naših poskusov so pokazali, da sta amina sprermin in 
spermidin vplivala na upočasnitev oksidacijskih procesov v svežem lanenem olju in 
modelnem lipidnem sistemu v večjem obsegu kot ostali antioksidanti. Pri obeh poliaminih 
je bila največja učinkovitost pri najvišjih koncentracijah. Glede na njuno sposobnost 
prekinjanja radikalske reakcije, bi lahko uvrstili spermin in spermidin med primarne 
antioksidante. To smo potrdili tudi z modelnimi sistemi, kjer sta bila poliamina učinkovita 
tudi v odsotnosti tokoferolov. Spermin se je izkazal kot boljši antioksidant v primerjavi s 
spermidinom, saj so bile izmerjene vrednosti peroksidov nižje ali enake kot pri enaki 
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koncentraciji spermidina. Predpostavljamo, da na antioksidativno učikovitost obeh aminov 
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